























Die Formgebilde der Zellmembran 
und ihr Verhalten bei der Zersetzung derselben. 


Von 
J. Konig. 
(Aus der landwirtschaftlichen Versuchsstation zu Miinster i. Wst! 


(Eingegangen am 22. Februar 1926.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Frage iiber die Formgebilde der Zellmembran und ihr Ver 
halten bei der Zersetzung derselben hat neuerdings wieder cine bx 
sondere Bedeutung erlangt, weil Meinungsverschiedenheiten dariiber 
entstanden sind, ob die Steinkohle aus dem Hauptbestandteil der 
Zellmembran, namlich der Cellulose, oder aus dem Lignin derselben 


entstanden ist. ' 


Um diese Frage besser beurteilen zu kénnen, mége hier eine Dar 
lequng der Struktur der Zellmembran sowie der chemischen Beschaffenheit 
ihrer Bestandteile vorangehen. 

Schon seit langem hatte man erkannt, dab in der Zellmembran 
auBer Cellulose noch andere Bestandteile vorhanden sind, die auch eine 
verschiedene Zusammensetzung haben'). Letztere Verschiedenheit 
konnte man zuniichst nur durch indirekte Bestimmungsverfahren 
(z. B. Oxydation nach J. Kénig) nachweisen. Seit 1910 besitzen wit 
aber Verfahren, welche eine direkte Trennung und Untersuchung det 
Gemengteile der Zellmembran erméglichen, so das Verfahren von Ost 
und Wilkening mit 72proz. Schwefelsiure, von Willstdtter und Zech 


') Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genubmittel 28, 177, 1914;.7. Konig 
und £. Rump, Chemie und Struktur der Pflanzenzellmembran Berlin, 
Julius Springer, 1914. In letzterer Schrift findet sich eine Zusamumenstellung 
der einschlagigen Literatur. 
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meister mit rauchender Salzsiure von 1,21 spezifischem Gewicht (und 
mehr), von Kénig und Rump durch fiinf- bis sechsstiindiges Dampfen 
bei 5 Atm. Uberdruck mit 1 proz. Salzsiiure oder von Kénig und Becker 
durch Einleiten von Salzsiuregas in die schwach angefeuchtete Zell 
masse (Rohfaser). 

Mit Hilfe dieser Loésungsmittel und der Eigenschaft, dab dis 
Lignine durch Wasserstoffsuperoxyd und Ammoniak im Gegensatz zu 
Cellulose und Cutin — dem dritten Bestandteil der festen Zellmembran 
leicht oxydiert werden kénnen, laBt sich die Zellmembran, die nach 
tunlichster Entfernung der Proteine, des Fettes und der léslichen bzw 
leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate mittels verdiinnter Sauren und 
Alkalien iibrigbleibt, wie folgt in ihre Formgebilde (Cellulose, Lignin 
und Cutin) zerlegen : 

1. Durch Behandeln der Pflanzenstoffe mit verdiinnten Sauren 
und Alkalien (W. Henneberg) oder mit Glycerin-Schwefelsiure (J. Kéniq) 
bleiben zuriick Cellulose, Lignin und Cutin. 

2. Durch Oxydation des Riickstandes von Nr. 1 mit H,O, und 
Ammoniak (nach J. Kénig) verbleiben Cellulose und Cutin 

3. Durch Behandeln von Nr. 1 mit 72proz. Schwefelsiure (nach 
Ost und Wilkening oder den anderen Verfahren) verbleiben Lignin 
und Cutin. 

4. Durch Oxydation des Riickstandes Nr. 3 mit H,O, und Ammoniak 
(nach J. Kénig) verbleibt Cutin. 

Die mikroskopische Struktur dieser vier verschiedenen Riickstande 
mége hier von Tannenholz und Weizenstroh wiedergegeben werden 
(vgl. Abb.*1l bis 8). Es zeigen alle vier Bilder 

a) bei Tannenholz deutlich die kennzeichnenden Teile des Coniferen 
holzes: TTracheiden mit MHoftiipfeln, Markstrahlen  (kleingetiipfelt); 
b) bei Wetzenstroh deutlich die mehr oder weniger gewellten Wande der 
Epidermiszellen, dazwischen Kurzzellen und Spalt6éffnungen; ferner zum 
Teil Ring- und SpiralgefiBe; bei Abb. 5 auch parenchymatisches Mark 


gewebe. 
In der gleichen Weise haben wir die Zellmembrane!) von Weizen- 
kleie, Gras, Apfelschale, Kartoffelschale und Neuseelander Flachs 


') Man nimmt wohl fiinf verschiedene Zellmembranarten an, namlich 
Liqnoceliulose, worin die Cellulose mit Lignonen oder Ligninséuren, Pekto 
cellulose, worin sie mit Pektinen, Mucocellulose, worin sie mit Schleim- 
stoffen, Adipocellulose, worin sie mit Phellonséure (Kork), Cutocellulose. 
worin sie mit Stearocutinsaiure verbunden sein soll. Wir aber haben ge 
funden, daB Vertreter aller dieser Gruppen nach Behandeln mit verdiinnten 
Sauren und Alkalien Riicksténde (Rohjasern) hinterlassen, in denen die 
obigen drei Formgebilde vorhanden sind. 
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Zellmembran 
ron Tanne nholz 








Abb. !. Zellmembran durch Benzolalkohol und Abb. 2 Rohtaser (Glycerinschwetelsaurever 


Vasser von Harz und wasserléslichen Stoffen tahren von JA ) Besteht aus: (Cellulose 
befreit. Vergr. 270 + Lignin Cutin. Vergr 





Abb. 3. Cellulose Cutin. Nach Entternung Abb. 4. Lignin + Cutin. Nach Entternung der 
des Lignins durch Oxydation der Rohtaser mit Cellulose durch Behandlung der RKohtaser mit 
Wasserstoffsuperoxyd und Ammoniak. Vergr. 270 72proz. Schwetelsaure. Vergr. 27 


18* 
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Zelimembran von Weizenstroh. 





\bb. 5. Rohtaser Abb. 6. Cellulose Cutin 
(Gslycerinschwetelsaurevertahren von J. Aon Nach Entternung des Lignins durch Oxydat 
Besteht aus: Cellulose Lignin Cutin der Rohtaser mit Wasserstoffsuperox yd 

Vergr. 70 Ammoniak. Vergr. 80 





Abb. 7. Lignin + Cutin Abb. 8. Cutin 

Nach Entternung der Cellulose und des Lignins 

durch aufeinandertolgende Behandlung der Roh 

der Robfaser mit 72 proz. Schwefelsaure faser mit 72proz. Schwefelsdure und Wasser: 
Vergr. 70 stoffsuperoxyd + Ammoniak. Vergr. 80 


Nach Entfernung der Cellulose durch Behandlung 
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zerlegt und konnten iiberall feststellen, daB Lignin und Cutin nach 
Abtrennung von der Cellulose dieselbe Struktur hatten, wie die letztere 
bzw. die Gesamtmembran. Daraus haben wir damals geschlossen, 
daB Lignin und Cutin nicht, wie vielfach behauptet worden ist, in 
chemischer Verbindung mit der Cellulose, sondern mit ihr nur mechanisch 
ver- baw. durchwachsen') vorhanden sind, in ahnlicher Weise wie Leim 
und Kalkphosphat in den Knochen oder wie Cellulose und Kieselsiure 
in den Gramineen sich befinden?). Denn wenn es sich um eine chemische 
Bindung handeln wiirde, so miibte durch Aufhebung dieser Verbindung 
mittels chemischer Lésungs- oder Zerstérungsmittel auch die Struktur 
verandert werden; andererseits ist das Cutin eine chemische Verbindung 
(Wachs) fiir sich, die keine weitere Bindung eingehen kann, weil sie 
gesittigt und sehr indifferent ist. 


Alle Bestandteile, Cellulose, Pentosane, Lignin und Cutin, haben 
eine verschiedene Elementarzusammensetzung und Konstitution, namlich : 





Cellulose » : Lignine . an 
es enenene Pentosane + Cutine®) Cutine**) 
Proz. Proz. Proz Proz. 
Kohlenstoff . 44.43 45,43 67,31 —71,85 68,12—469,97 
Wasserstoff .. 6.22 6,11 (4,10)— 7,80 9.65—12,40 


*) Nach 8 Proben aus verschiedenen Pflanzen bzw. Pflanzenteilen 
**) Nach 6 Proben aus verschiedenen Pflanzen. 


In friiheren Jahren haben Verfasser und sonstige Fachgenossen 
die Elementarzusammensetzung des Lignins, weil es von der Cellulose 
noch nicht quantitativ getrennt werden konnte, indirekt berechnet 
und dafiir im Durchschnitt 55 Proz. Kohlenstoff angenommen (vgl. 
J. Kénig und E. Rump, Chemie und Struktur der Zellmembran, 1914). 
Dieser Wert war aber recht unsicher und wurde auch schon vor 50 Jahren 
mitunter viel héher gefunden, z. B. von Stackmann, aus dessen Unter- 
suchungen (1878) iiber Coniferenholz sich fiir die ligninartigen Koérper 
65,6 bis 67,8 Proz. C berechnen. Aber noch viel friiher (1859) gibt 
Fremy fiir den aus der Cuticula der Apfelbaumblatter gewonnenen 
wachsartigen Kérper, den er Cutin nennt, 73,6 Proz. C und 11,4 Proz. H, 


') Man hat das Lignin auch wohl zu den Jnkrusten gerechnet. Zu den 
Inkrusten von unverholzten Membranen kénnen aber nur die Einlagerungen 
von Bitter-, Farb-, Gerb- und Pektinstoffen, bei den verholzten Membranen 
die Einlagerungen der aromatischen Stoffe Hadromal, Coniferin, Vanillin 
gerechnet werden. Diese Inkrusten sind sémtlich in verdiinnten Sauren 
und Alkalien léslich. 

*) R. Sachse hat schon 1877 diese Durchwachsung der drei Zellmembran 
bestandteile mit einer Metallegierung verglichen. 
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und fiir eine aus Agaveblattern gewonnene Cylose 68,3 Proz. C und 
8,9 Proz. H an, also Zahlen, die mit den hier gewonnenen iiber- 
einstimmen. 

Fiir das Lignin allein konnte die Elementarzusammensetzung nicht 
bestimmt werden, weil es bis jetzt nur zusammen mit dem Cutin ge- 
wonnen und von letzterem nur durch Zerstérung (Oxydation mit z. B. 
Wasserstoffsuperoxyd -+ Ammoniak) getrennt werden kann. Aber 
die Menge des Cutins ist gegeniiber dem Lignin in den Pflanzen durch- 
weg nur gering!), und weil der Kohlenstoffgehalt in den cutinarmen 
und cutinreicheren Zellmembranen nicht wesentlich voneinander ab- 
weicht, das Cutin auch fiir sich allein einen nahezu gleichen Kohlenstoff- 
gehalt wie das Gemisch von Lignin -+ Cutin besitzt, so kann man fiir 
das Lignin einen gleich hohen Kohlenstoffgehalt annehmen. 

Im allgemeinen ist man der Ansicht*), daB das Lignin dadurch ent- 
steht, daB die Kohlehydrate der Zellmembran (Hexosane und Pentosane) 
wahrend des Wachstums der Pflanzen durch RingschluB in aromatische 
oder hydroaromatische Verbindungen iibergehen*), indem gleichzeitig Alky]- 
gruppen, Methyl bzw. Methoxyl, eingelagert werden. P. Klason*) 


') So wurden von uns in der wasser- und sandfreien Substanz gefunden : 





r= a Schalen 
2 <£ ” e N sa — a as 
3 £ = ¥ s 2 s , Baumrinde 
3 2/'6/|% = = | = | Apter! Mer 
“ ai ” = = || OP toffeln 
Proz. Proz Proz. Proz. Proz. Proz. |Proz. Proz.| Proz Proz 


Cutin | 0,90-2,03 1,000,750,60 0,14 0,16 083019 3,51 7,79 1,53- 2,32 
Lignin | 3,33-5,41 12,95 6,57 4,94 12,09-21,15 10,64 4.55 5,16 18,95 2343-3625 

*) Vel. unter anderen W. Schrauth, Zeitschr. f. angew. Chem. 36, 149, 
1923. 

3) Meissner und Shepard haben schon 1866 in einer Schrift (Unter- 
suchungen iiber das Entstehen der Hippursdure im tierischen Organismus, 
Hannover 1866) in den Ligninen Stoffe mit RingschluB vermutet, indem 
sie auf Grund von Fiitterungsversuchen bei Kaninchen behaupteten, 
daB nicht in der Cellulose, sondern in den die Cellulose begleitenden kohlen 
stoffreicheren Stoffen die Muttersubstanz der Hippurséure zu suchen sei; 
denn wie wir jetzt wissen, setzt die Bildung von Hippursaéure im Tierkérper 
das Vorhandensein von Stoffen mit einem Benzolkern voraus. Meissner 
und Shepard schrieben der Nichtcellulose die Bruttoforme] C,,H,.O,9 zu 
oder hielten sie der Hauptmasse nach fiir Cuticularsubstanz im Sinne 
Mohls. Ich habe damals in Gemeinschaft mit Th. Dietrich (Landw. Ver- 
suchsst. 13, 222, 1870) der Ableitung der Formel und der Begriindung obiger 
Annahme widersprochen, indem wir auf Grund von Fiitterungsversuchen 
behaupteten, daB von dem kohlenstoffreicheren Teil der Cellulose wenig oder 
gar nichts verdaut werde. Ich muf aber jetzt nach den mit vollkommeneren 
Untersuchungsverfahren gewonnenen Ergebnissen zugeben, daB die An- 
nahme von Meissner und Shepard, daB das Lignin die Muttersubstanz 
fiir die im Tierkérper entstehende Hippurséure sei, wohl richtig sein kann. 

*) Berichte der deutsch. chem. Ges. 58, 1869, 1920; 58, 375 u. 1761, 


1925. 
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halt das Lignin z. B. fiir ein Derivat von Coniferylalkobol (Coniferylpar- 


aldehyd) von etwa folgender Konfiguration : 


CH, O CH 
( | oO 
H.C ( ( ( CH:CH.C 
| H 
H, ¢ CO.CH, C CH 
c 
| | 
Cc co oO oO.cH 
WO .CH, 


P. Klason unterscheidet im Fichtenlignin zwei Lignine, ein a-Lignin, 


C,,H,,0, bzw. Cy >H.,»QO, nach vorstehendem Schema mit einer Acrolein 


gruppe, und ein #-Lignin von der Bruttoformel C,,H,,O, mit nur einer 


Methoxylgruppe. 


EB. Reckmann, Liesche und Lehmann') nelmen dagegen fiir das Lignin 
des Winterroggenstrohes eine Bruttoforme! Cy Hy,O,,; an, mit vier Methoxy! 
gruppen und vier benzovlierbaren Hydroxylgruppen, also von folgendet 


(O.C Hs), 


s 


Differenzierung C,,H,,O,< (OH), Erstere Formel verlangt 66,3 Proz. 


Kohlenstoff und 23,4 Proz. Methoxyl (O . CH,), letztere 62,8 Proz. Kolhlen- 
stoff und 16,2 Proz. Methoxyl. Erstere Kohlenstoffprozente wiirden sich 
den von uns fiir Gesamtlignin gefundenen Kohlenstoffgehalten von 68 bis 
70 Proz. nahern, waihrend im Gehalt an Methoxyl, wovon wir im Tannin 
lignin 15,99 Proz., Fr. Fischer in anderen Ligninen 13,3 Praz. bei 64,98 Proz 
Kohlenstoff und in einem anderen rund 15 Proz. fanden, die von Beckmann 
und Mitarbeitern angenommene Formel mehr den letzteren Befunden ent- 
spricht. Hierbei ist jedoch zu_ beriicksichtigen, daB Klason bei 


Untersuchungen von der Sulfitablauge, ds h. von geléstem 


ausging, Beckmann und ‘iesche dagegen nur das in alkoholischem Alkali 
geléste Lignin des Strohes verwendeten. Die Menge dieses letzteren betrug 
rund 7 Proz. vom Stroh, wahrend der unaufgeschlossene Riickstanc nach 
Willstdtters Verfahren noch 15 Proz. Lignin lieferte. Im ersteren 
kann beim AufschlieBen des Holzes mit Caleciumbisulfit eine Zersetzung 
des Lignins stattgefunden haben, im letzteren ist dagegen der gréBte Teil 
des Lignins unbeachtet geblieben, und es ist nach verschiedenen hiesigen 
Untersuchungen anzunehmen, daB sich das Lignin ebenso wie die Cellulose 
in den Pflanzen, wie wir gleich sehen werden, in verschiedenen Léslichkeits 
stufen befindet und die oben von uns gefundenen Kohlenstoffgehalte sich aut 


die Gesamtmenge des schwerst léslichen Lignins beziehen. 


Als Hauptunterschied zwischen den Zellbestandteilen in chemischer 
Beziehung ist zu beachten, daB das Lignin?) Methyl- bzw. Methoxy!- 


gruppen eingelagert enthalt und in ammoniakalischer Lésung durch 


Wasserstoffsuperoxyd oxydiert werden kann, wovon das Cutin gar 


') Zeitschr. f. angew. Chem. 34, 285, 1921: val. auch weiter 


Zeitschr. 189, 491, 1923. 


Mengen vor. 





2) In einzelnen Pflanzen kommen auch Methylpentosane in geringen 
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nicht, die Hexosane und Pentosane dagegen nur wenig angegriffen 
werden. 

Das Cutin der Zellmembran hat dagegen eine von den anderen 
Zellmembranbestandteilen ganz abweichende Konstitution. Es labt 
sich verseifen und ist eine Wachsart. 

So lieferte Cutin aus Roggenkleie (6,0 g) durch dreistiindiges Kochen 
mit 150 cem wasseriger 20proz. Kalilauge einen alkoholischen und einen 
sauren Anteil von folgender Beschaffenheit '): 





Urspringliches Cutin Alkohol daraus Saure daraus 
Kohlenstoff . . 69.37 Proz. 80,34 Proz. 69.09 Proz. 
Wasserstoff . fk 13,36 , 10,97 
Schmelzpunkt . - 55—56° etwa 30" 


Von bekannten Alkoholen und Sauren der aliphatischen Reihen verlangen : 





Cetylalkohol Oktadekylalkobo! Nonylsaure Caprinsaure 

Ci, Ha,gO C,.13.0 Cg Hy. Og Cy 9 Hep Oe 
Kohlenstoff . . 79,26 Proz. 79,91 Proz. 68,27 Proz. 69,69 Proz. 
Wasserstoff . . 1414, 14,16 , 1146 . wa (Cj 
Schmelzpunkt . 49,—49.5° 59° 12.5, 314° 


Hiernach wiirde man das Cutin als ein Gemisch von Nonylsaure 
cetylester und Caprinséureoktadekylester auffasssen kénnen. Auch 
Fremy gibt schon (1859) an, daB sich das Cutin der Apfelbaumblatter 
verseifen laBt und eine fliissige Fettsiure liefert. Die Entstehungs- 
weise des Cutins ist bis jetzt noch unbekannt. 


Il. 

Die in der Struktur gleichen, aber in der chemischen Zusammen- 
setzung verschiedenen Zellmembranbestandteile verhalten sich auch 
in der Léslichkeit verschieden. Wenn man Pflanzenstoffe mit Wasser, 
Diastase-, Pepsinlésung unter Zusatz von verdiinnter Salzsiure, weiter 
mit Alkohol und Ather behandelt, so erhalt man einen tunlichst fett- 
freien und proteinarmen Riickstand, der als das Geriist der vorwiegend 
aus Cellulose bestehenden Zellmembran angesehen werden kann. 

Behandelt man?) diesen Riickstand wie bei der Rohfaserbestimmung 
mit 1'4,proz. Schwefelséure und darauf mit 1'%proz. Kalilauge, so gehen 
Stoffe in Lésung, die einen hAdéheren Kohlenstoffgehalt als Cellulose 
(Hexosane und Pentosane) besitzen; z. B. wurden von der Zellmembran 
von sieben verschiedenen Futtermitteln gelést: 


Durch verdiinnte Schwefelséure organische 


ae ow oe + ew 2 + Be ee OR res. C 
Durch verdiinnte Kalilauge. .... . . 50,83 ,, 57,63) ,, C 


1) Vgl. J. Konig und W. Sutthoff, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- 
u. GenuBmittel 17, 62, 1909. 
*) Vgl. C. Krauch und v. d. Becke, Landw. Versuchsst. 27, 337, 1882. 
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Durch eine Reihe weiterer Untersuchungen (vgl. Anm.1, 8.261) wurde 
weiter nachgewiesen, dab ein Teil der Anhydride der Kohlehydrate 
(Pentosane und Hexosane) wie auch der Lignine der Zellmembran 
schon durch Wasser allein unter Druck (3 Atm., 1 Stunde lang)'), noch 
mehr aber durch Kochen oder Dampfen mit verdiinnten (1,0 bis 3,0 proz.-) 
Mineralsduren in Lésung geht. Die gelésten Pentosane Leben sich 
durch Destillation der eingedunsteten Lésungen mit Salzsiure von 
1,06 spezifischem Gewicht an dem gebildeten Furfurol nachweisen und 
quantitativ bestimmen. Die Lésung der Lignine ergab sich daraus, 
daB die gelésten stickstoff- und fettfreien Stoffe nicht nur einen héheren 
Kohlenstoffgehalt besitzen als Hexosane (44,4 Proz.) und Pentosane 
(45,4 Proz.) verlangen, sondern auch daraus, daBb die gedampften 
Riickstande weniger Methoxy! aufwiesen als die urspriinglichen nicht 
gedampften Zellmembrane. 


Von den Gesamtpentosanen (3,62 bis 18,07 Proz. in Kérnern und Stroh 
von Roggen und Erbsen) wurden gelést durch Dampfen mit Wasser: 


3 Stunden bei 3 Atm.. . ~ « « « « « » 1,62 bis 6,66 Pror. 
4 “ a Ie ee eee ee lS 
6 “it a? Fe ee ~ + oe a <i are ee 


Die (von Grasheu, Kleeheu, Bellmehl und Biertreber) durch ein 
stiindiges Dampfen bei 3 Atm. gelésten stickstoff- und fettfreien organischen 
Stoffe enthielten Kohlenstoff: 

Gelést durch Wasser unter Druck Gelést durch 2 proz. Glycerin 


48,40 bis 51,06 Proz. schwefelsdure 51,73 bis 53,22 Proz 
Von den Gesamtligninen (1,00 bis 2,14 Proz.) dieser Futtermitte! 
blieben im Riick- blieben im Riick- 
stand. .. . 0,41 bis 1,36 Proz. stand... . 0,19bis 0.56 Proz. 
wurden gelést . 0,59 ,, 0,88 ,, wurden gelést . 0,81 ,, 1,44 ,, 


Ich habe aus allen diesen Untersuchungen geschlossen, dab die 
Bestandteile der festen, stickstoff- und fettfreien Zellmembran in ver- 
schiedenen Polymerisations- bzw. Kondensationsstufen vorhanden sein 
mussen. 

E. Schulze hat denjenigen Teil der Cellulose, der durch Kochen 
oder Dampfen mit 2- bis 3proz. Mineralsaiuren (Salzsiure) gelést wird, 
als Hemicellulosen bezeichnet und wegen ihrer leichteren Hydrolysier- 
barkeit wie die Starke zu den Reservestoffen gerechnet. Dementsprechend 
wiirde man den Teil der Cellulose der Zellmembran, der schon durch 
Wasser allein unter Druck gelést (hydrolysiert) wird, als Protocellulose, 


') Die Pentosane werden in geringer Menge auch durch Behandeln der 
Zellmembran mit Diastase- und Pepsinlésung unter Zusatz von verdiinnter 
Salzsdure hydrolysiert. So wurden von den Gesamtpentosanen (2,12 bis 
18,07 Proz.) bei fiinf Futtermitteln gelést durch iibliches Behandeln mit: 

Diastase + Salzsfure. ...... . . . 0,94 bis 2,74 Proz. 

Pepsin + Salzsfure .......... 0,29 ,, 2,07 
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und den Teil, welcher erst durch konzentrierte Sauren (72 proz. Schwefe! 
saure oder 42 proz. Salzsiure) gelést wird, als Orthocellulose bezeichnen 
konnen. 

AuBer dem Glykosan als Hauptbestandteil der Zellmembran gibt 
es vereinzelt auch noch andere Hexosane in derselben, z. B. Galaktan 
im Samen der Hiilsenfriichte, Mannan in Kaffeesamen, Datteln und 
anderen. Diese verhalten sich anscheinend ganz wie die Pentosane, 
d.h. sie sind wie die Pentosane fast nur in der Proto- und Hemiform 
vorhanden und werden wie die Pentosane fast ganz durch verdiinnte 
Sauren gelést. Fiir das Lignin ist zu beriicksichtigen, daB der Teil, 
welcher durch verdiinnte und selbst erst durch starke Sauren gelést wird, 
farblos ist, weil die Lésung der Orthocellulose durch 72 proz. Schwefel- 
siure wasserhell ist, wihrend das hierin unlésliche Lignin als braune 
Masse zuriickbleibt ; es mége daher zwischen ungefarbtem und gefarbtem 
Lignin unterschieden werden, und man kann dann fiir die einzelnen 
Bestandteile der Zellmembran folgende Léslichkeitsiibersicht auf- 











stellen : 
.. 3 
= = ‘ P 
5 gs § #32 $8 age & 
Nr. Léslich durch Behandeln mit $ E | aes BE see e 
c a 3 >v= = a = = 
2 = é see £5 =f5 S 
-_ ~ ~ BO ’ 
] Wasser allein unter Alle zum geringen Teil léslich 
Druck, Protoform 
2 2-—3proz. Salz- oder bis auf geringe z.T. z.T. " = 
Schwefelséure unter Mengen léslich _léslich léslich | °& = 
Druck oder durch Zz 2 
Kochen, Hemiform = = 
3 72 proz. Schwefel- oder letzte Reste léslich vollig  z. T. = 
42 proz, Salzséure in der léslich léshlich 
Kalte, Orthoform 
4 Wasserstoffsuperoxyd - — — vollig unan- 
oxydierbar s¢eriffen 


und Ammoniak 


Das zuletzt tibrigbleibende Cutin ist wachsartig, in den gewéhn- 
lichen Wachslésungsmitteln sehr schwer oder kaum léslich — am besten 
noch in Chloroform —, kann aber durch langeres Kochen mit Kalilauge 
(20proz.) verseift werden. 

IV. 


Man muB indes bei den verschiedenen Léslichkeitsstufen der Pento- 
sane, Hexosane und Lignine nicht an scharfe Abgrenzungen denken, 
sondern man mu allmdhliche Ubergdnge annehmen, die je nach Art 
und Alter der Pflanzen verschieden sein kénnen bzw. sind. Denn, wie 
die Zellmembranmasse als solche, nimmt auch die Verhdrtung bzw. 
Verholzung derselben mit dem Alter der Pflanzen zu. So fand ich in 





»” 
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Gemeinschaft mit A. Fiirstenberg und R. Murdfield') in der Pflanzen- 
trockensubstanz : 








Gras Rotklee 
Ww ; Roh- Ortho: Roh: Ortho: 
achstumsstute faser cellue Lignin Cutin taser cellue§ Lignin Cutin 
Gesamt. ose Gesamt- lose 

Proz Proz. Proz Proz Proz Proz Proz Proz 

Vor der Bliite 22,75 20,32 3,86 1,07 19,55 14,01 4,49 105 
In “ 29.57 2249 601 1,07 22,92 1659 532 1,01 
Nach . 33.20 2408 825 ' 0.89 29.22 20.65: 7.05 1,52 
Reifes Erbsenstroh ergab 37,41 23,61 111,28 222 


Die vorstehenden Ergebnisse wurden in der Weise erhalten, daB die 
Rohfaser der Pflanzen, um das Lignin zu entfernen, mit Wasserstoffsupe1 
oxyd und Ammoniak oxydiert, die Riicksténde zur Lésung der Cellulose 
mit Kupferoxydammoniak behandelt wurden, so daB das Cutin als un 
angegriffener Teil zuriickblieb. Dieses Trennungsverfahren hat sich aber 
nicht als genau erwiesen, denn in einigen Fallen (bei Kleien) erwies sich die 
geléste Cellulose nicht als rein, sondern enthielt noch Methoxyl- bzw. Acety! 
gruppen eingeschlossen. Ich habe aber in Gemeinschaft mit Fr. Hiihn®*) 
und EF. Rump die Lésung der Orthocellulose in der Zellmembran von 
(ras in verschiedener Wachstumsstufe auch noch nach Ost und Wilkening 
mit 72 proz. Schwefelsiure vorgenommen und dabei gefunden, da®B durch 
Behandlung der mit 2proz. Glycerinschwefelsaure erhaltenen Riickstande 
(Rohfaser) mit 72 proz. Schwefelséure nicht allein Orthocellulose, sondern 
mit ihr auch weitere Ligninanteile gelést werden, die ich, wie schon 
gesagt, im Gegensatz zu dem riickstaéndigen braunen Lignin als ungefarbte 
Lignine bezeichnen médchte, weil die schwefelsaure Lésung selbst nach 
lingerer Zeit hell und klar bleibt. 

Die Veranderung der Bestandteile wahrend des Wachstums des Grases 
erhellt aus folgenden Zahlen fiir die wasser- und aschenfreie Substanz: 





In der Rohfaser 


Stick. 
. . Pento- stoff- Roh- farbs braunge- 
Wachstumsstufe Protein Fett sane freie taser Cellue loses, farbtes, 
Extrakt. lose lésliches unlés! 
stoffe Lignin Lignin 
Proz Proz Proz Proz Proz. Proz Proz. Proz Proz 
Junges Gras 2144 407 1534 4368 1547 1331 0.39 1,27 0,52 
Gras vor der 
Bliite 17.52 65,10 2006 2931 28.01 2088 460 1,78 0.74 
Gras in der 
Bliite 17.98 4.28 20.71 23.75 3328 25.76 363 3,12 0.77 


Wenn die vorstehenden Zahlen auch nur als annahernd und relativ 


richtig angenommen werden kénnen, so sprechen sie doch auch fiir die 


von vielen Forschern vertretene Ansicht, daB die erste gebildete Zell- 


‘) Landw. Versuchsst. 65, 


55, 


1907. 


2) Fr. Hithn, Bestimmung der Cellulose in den Holzarten 


Miinster i. W. 


1911. 


Inaug.-Diss 
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haut aus reiner (Ortho-) Cellulose besteht, an oder in die mehr oder 
weniger schnell einerseits Anhydride anderer Kohlehydrate (Pentosane, 
Mannane, Galaktane), andererseits Methoxyl an- bzw. eingelagert 
werden, wodurch unter RingschluB Lignine entstehen, wahrend die 
Bildung des Cutins noch unbekannt bleibt und in der Menge gegen 
Lignin zuriicktritt. 

Das Cutin findet sich zwar in allen Pflanzenteilen, aber vorwiegend 
in den duferen Membranteilen, wo ihm die biologische Aufgabe des 
Schutzes gegen Welken und aubere Angriffe zukommen soll. Daraus 
erklart sich auch der kaum nennenswerte Cutingehalt der alten Holz. 
arten (0,14 und 0,16 Proz.) im Vergleich zu dem der einjaihrigen Pflanzen 
mit 0,5 bis 2,0 Proz. Cutin. Aus demselben Grunde sind wohl auch die 
Cutinzahlen in den Schalen von Apfeln und Kartoffeln bedeutend 
héher, namlich 3,51 bis 7,79 Proz. in der wasser- und aschenfreien 
Substanz. 

Jedenfalls nimmt mit der Cellulose in der Pflanze auch das Lignin 
zu, und ist es wohl denkbar, daB die jiingeren, leichter léslichen Lignine 
durch eine geringere Anzahl gebildeter Kohlenstoffringe und ein- 
gelagerter Methoxylgruppen von dem alteren Lignin unterschieden sind. 

Tatsaichlich wird nach zahlreichen Versuchen die Zellmembran 
(Rohfaser) von den Tieren (auch Wiederkiiuern) um so héher verdaut, 
je weniger die Pflanzen entwickelt sind und je weniger die Zellmembran 
verholzt, d. h. mit Lignin durchsetzt ist. Der Mensch kann iiberhaupt 
wohl nur die zarte, jugendliche, tunlichst ligninfreie Cellulose verdauen 


V. 

DaB bei der Verarbeitung der Zellmasse im Tiermagen die Cellulose 
in stirkerem Grade angegriffen und verdaut wird als die Lignine, kann 
schon daraus geschlossen werden, dab die nach Behandeln von Futter 
und Kot mit verdiinnten Siuren und Alkali, sowie mit Alkohol und 
Ather erhaltene Kotrohfaser infolge des héheren Ligningehaltes stets 
mehr Kohlenstoff enthilt als die Futterrohfaser. Ich habe dieses aber 
auch noch in Gemeinschaft mit Fiirstenberg und Murdfield (|. c.) durch 
Versuche bei Schafen direkt nachweisen kénnen. Darnach wurden in 
Prozenten der verzehrten Menge verdaut: 





Gras Kleeheu Erbsenstroh 


Entwicklungs: |Gecam: aieiiihe : 
ate” |\Gesamt+) O.i,. — Cellu: Geceme Cellu- 
der Pflanzen lose Sones lose cae lose 
3 Proz. Proz. Proz, Proz. Proz. Proz. 


Vor der Bliite 70,27 83,40 56,96 75,22 -—- _ - 
In » 64,31 73,08 52,16 62,97 


” 


Nach , 46,89 56,72 39.46 54,84 42.45 51,09 28.36 


Lignin 
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Ahnliche Ergebnisse lieferten auch Versuche bei Kaninchen und 
Schweinen. Wenn auch die Trennung der Membranbestandteile nach 
dem ersten (S. 271), nicht genauen Trennungsverfahren erfolgte, so 
werden doch die relativen Beziehungen in der prozentualen Ausnutzung 
von Reincellulose und Lignin bestehen bleiben. 

Im Darm der Tiere wird die Cellulose durch spezifische Bakterien 
(wie den anaeroben Bacillus cellulosae dissolvens) abgebaut. Aber auch 
auberhalb des Tiermagens, bei der Zersetzung der Zellmasse in det 
Natur (in oder unter Wasser, im Boden und anderem) mul ein biolo 
gischer Vorgang angenommen werden. 

C. Neuberg und R. Cohn") haben nachgewiesen, da Cellulose und thre 
Spaltungserzeugnisse (Glykose und Cellobiose Hess) durch die Wasserstoft 
und Methan bildenden Bakterien, sowie durch thermophile Bakterien, 
z. B. in Teichschlamm und Pferdemist nach Art der Buttersdiure- und 
Essigsduregarung angegriffen und unter Bildung von Acetaldeliyd ab- 
gebaut werden. Fr. Fischer und Mitarbeiter?) haben beobachtet, dab 
sich auf Cellulose und cellulosehaltigen Stoffen, die mit einer = un- 
organischen Nahrlésung und mit Bakterien aus Gartenerde (durch Aut- 
schlammen mit Wasser) befeuchtet waren, nach 2 bis 9 Tagen Pilze 
entwickelten, auf Lignin. das in derselben Weise behandelt worden war. 
dagegen kein Pilzwachstum auftrat. 

Diesen Ergebnissen entsprechend nimmt bei der Verwesung der organi 
schen Stoffe die Cellulose schneller ab als die Lignine, indem letztere sich 
in den Riickstanden ansammeln und prozentual zunehmen. So fanden 
Rose und Lisse*) in frischem und verschiedengradig vermodertem Holz: 





Holz 
Restandteile frisch halb vermodert stark vermodert 
Proz Proz Proz 
Cellulose . . . . 59.0 41,7 8,7 
Methoxyl .... . 3.9 5.2 8.7 


Auch Bray und Andrews bestatigen den biologischen Vorgang beim 
Holzzertall, und Wehmer zeigte die Widerstandsfahigkeit des Lignins hierbei 
Nach Fr. Fischer und Mitarbeitern (1. ¢.) nimmt auch bei der Verwesung 
des Torfes der Methoxyl-, d. h. Ligningehalt prozentual mit dem Alter 
(d. h. mit der Tiefe) zu; sie fanden in der Torftrockensubstanz: 





iefe Aschen- Methoxv! In konz. HCI In NaOH ~ Bitumen 

Tortschicht gehalt : unloslich loslich gehalt 
m Proz. Proz Prog, Proz. Proz 
Oberste : 12 049 29.5 1] 20 
Mittlere . . . 2 1,7 1,22 58,0 20 4,9 
Unterste . . . 3 18 1,67 72.5 35 7,7 


') CO. Neuberg und RP. Cohn, diese Zeitschr, 189, 527, 1923 

*) Fr. Fischer, Gesammelte Abhandlungen zur Kenntnis der Koble 5, 
1922; vgl. auch Die Naturwiss. 9, 958, 1921. 

%) Journ. Ind. Engin. Chem. 9, 284, 1917. 




















74 J. Konig 


Fur das reine Lignin fanden Fr. Fischer wnd Mitarbeiter 15 Proz 
fir Ligninhuminsaure 14 Proz., fiir Braunkohle etwa 2 Proz., fiir Steinkohk 
kein Methoxyl (OCH,) mehr. Auch beim Torf kann mit dem Alterwerden 
der Ligningehalt prozentual wieder abnehmen. 

Aus diesen Griinden denkt sich Fr. Fischer die Bildung der Steinkol| 
aus Lignin in folgender geologischen Zeitfolge: Lignin —» natiirliche 
Hiuninsaure —» Tort —» Braunkohle —» Steinkolile Zwischen manchen 
lforfsorten und Braunkolhlen ist nur ein geringer Unterschied; der altere 
Torf unterscheidet sich vorwiegend nur durch den kolloiden Zustand von 
der Braunkohle. Bei dem Ubergang der alteren Braunkohle zur Steinkoli] 
klafft bis jetzt allerdings eine Liicke; indes ist hier eine verschieden holy 
Uberdeckung und dadurch bedingte erhéhte Temperatur wirksam gewesen, 
indem, wie Fr. Fischer annimmt, die zerfallene Pflanzen- oder Holzmass« 
bei geringer Erdiiberdeckung sich in’ Braunkohle verwandelt, dai} aber 
bei sehr hoher Erdiibersehichtung der Zustand von Braunkohle nicht 
bestehen bleibt. 


Vi. 


Ohne hier weiter auf diese Frage einzugehen, moégen die Er 
gebnisse von Versuchen mitgeteilt werden. welche bezweckten, die 
Bildung von Humus im Boden aus organischen Stoffen (Stalldiinger) 
aufzukliren. 

Die Versuche wurden in Gemeinschaft mit Dr. J. Hasenbdumer, 
Dr. R. Balks') und Dr. M. Bach?) in der Weise angestellt, dali wir sechs 
verschiedene Bodenarten reichlich mit Stallmist (einem Gemiseh von Stroh- 
hacksel und Kuhkot) diingten, in verschiedenen Zeitabstanden Bodenproben 
in gutem Durechschnitt entnahmen und auf Gehalt an unorganischen und 
organischen Bestandteilen (Stickstoff, Gesamtkohlenstoff, sowie Kohlenstoft 
in Form von Pentosanen und Methoxyl) untersuchten. Die Bestimmung des 
Hexosan- (bzw. Cellulose-) Kohlenstoffs, sei es durch Uberfiihren in Zucker, 
sei es durch Lésen in 72proz. Schwefelséure oder durch rauchende Salz 
siure (1,21) oder Kupferoxydammoniak, wollte nicht gelingen, weil die 
mineralischen Bestandteile sich alsbald so innig und fest mit den organischen 
Stoffen des Stallmistes vermengterm, daB eine quantitative Bestimmung 
etwa geléster bzw. hydrolysierter Cellulose nicht méglich war. Dagegen 
lieferte die Bestimmung der Pentosane noch Tollens in je 50 g, des Methoxyls 
nach Zeisel und Fanto in je 15g, des Gesamtstickstoffs nach Ajeldahl in 
je 20g Boden stets recht gut iibereinstimmende Ergebnisse. Der Gesamt- 
kohlenstoff wurde nach J. Simon*) in je 5g Boden mit Silberbichromat 
und Schwefelsdiure bestimmt, nachdem wir uns tiberzeugt hatten, dab 
dieses Verfahren mit der Elementaranalyse gute Ubereinstimmung lieferte 

Zur Ermittlung der in Iproz. Kaliumsulfatlésung /dslichen Stickstof{- 
rerbindungen wurden je 100g Boden und 10 g¢ Kaliumsulfat mit destilliertem 
Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt und eine Stunde lang im Schiittelapparat 
geschiittelt. Dann wurde filtriert und 800 ccm der erhaltenen Lésung 
entsprechend 80g Boden wurden auf ein kleines Volumen eingedamptt 
und die Stickstoffbestimmungen nach Ajeldahl ausgetiihrt. 


') Landw. Versuchsst. 108, 221, 1925. 
*) Ebendaselbst 1926. 
3) C. r. 193, 404, 1923. 
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Auf diese Weise wurden fiir 1 kg wasserfreien Bodens in den ver 
schiedenen Zeitabstinden im Mittel der sechs Boden folgende Ergebnisse 
erhalten: 











Stickstoff Kohlenstoff in Form von 
N t der Pr ahm leicht ' 
; Zeit der Probenahme Gesamt léslich Gesamt- Pentosan Methoxy 
meg ing mg mg meg 
1! Vor der Diingung 
13. LX. 1923 1670 44 17 090 1630 450 
2 Nach der Diingung 
21 I. 1924 1870 iO 21 060 2990) GOO 
5 7. IV. 1924 1730 49 20 380 2600 747 
1 2. VI. 1924 1740 91 19 740 1850 613 
) 3. XI, 1924 1670 52 17 990 1540 617 
i 23. VIT.' 1925 1640 50 17 896 1460 570 
Von den am 21. |. 1924 vorhandener Aut 10009 Kohlen 
Mengen waren in Prozenten der zue stoff kommen Koblen 
gefuhrten Menge noch vorhanden stof in Form von 
Nr Zeit der Probenahme 
Cesamt . Pento 
Retienanell Pentosan Methoxy! ati Methoxy! 
Proz Proz Proz rt Xz 
1 Vor der Diingung . 40.2 119 
Nach der Diingung 
2 21 I, 1924 — 70,1 18.8 
3 7. IV. 1924 82.9 71.5 66.0 55.8 15.8 
4 2. VI. 1924 64.8 15.0 36,2 41.9 13.4 
5 3. XI. 1924 21,7 — 10,1 37,1 37.0 15.0 
6 23. VII, 1925 18.9 16.4 26.6 36,2 13.8 


Die im Stall-(Stroh-)Diimger zugefiihrten Pentosane haben hiernach 
schon vor Ablauf eines Jahres so weit abgenommen, das von da an 
ausschlieBlich die urspriinglich im Boden vorhandenen Pentosane an 
vegriffen wurden Von dem Gesamtkohlensto{/f, der vorwiegend aus 
Cellulosekohlenstoff besteht, sind nach 1!, Jahren nur mehr 18,9 Proz., 
von dem Methoxryl baw. den Ligninen noch 26.6 Proz. vorhanden. Das 
Methoxyl baw. Lignin nimmt nur im Anfang der Einverleibung mit 
dem Boden stark ab, halt sich dann aber auf nahezu gleicher Hohe 
so dab seine Menge nach 11, Jahren im Boden noch héher ist als vor 


der Einbringung des Stalldiingers!). Hieraus mul} man schlieBben, dab 


') Auffallend ist auch die starke Abnahme des Stickstoffs (baw. det 
rasche Abbau der Proteine), so dai} schon nach einem Jahre der Stickstoft 
des Bodens auf seinen Gehalt vor der Diingung herabgesunken ist Das 
ist schon Ofter nach Zufiihrung von Strohdiinger zum Boden festgestellt 
und wird aut Denitrifikationsvorginge zuriickgefiihrt, die mit der Zer 
setzung der Strohbestandteile verbunden sind 
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auch der Humus des Bodens vorwiegend aus den Ligninen der organischen 
Diingstoffe gebildet wird, und daB es begriindet ist, wenn man fiir den 
Kohlenstoffgehalt des Bodenhumus durchschnittlich 58 Proz. C an- 
nimmt, wihrend die organischen Stoffe, die durch Diingung dem 
Boden zugefiihrt werden, nur 47 bis 51 Proz. C zu enthalten pflegen 
Sven Odén') gibt fiir die aus dem Bodenhumus isolierte Humussiiure 
58 Proz. C, fiir die Hymatomelansaure 62 Proz. C, fiir die Fulvosiure 
55 Proz. C an. 

Wenn also die Zersetzung der organischen Stoffe selbst bei sehr 
starker Durchmengung mit den mineralischen Bestandteilen des Bodens 
in der Weise vor sich geht, daB die Anhydride der Kohlehydrate, sowie 
die Proteine rascher und starker zersetzt werden als die Lignine, so 
ist dieses bei Anhiufung von organischen Stoffen fiir sich allein erst 
recht anzunehmen und erscheint es sehr wahrscheinlich, daB die Stein- 
kohle letzten Endes, wenn auch nicht ausschlieBlich, so doch wesentlich 
mit aus Ligninen gebildet worden ist. Wenn die Steinkohlen trotz des 
groBen Massenschwunds noch vielfach die Formen der urspriinglichen 
Pflanzenteile erkennen lassen, so spricht das nicht gegen diese Annahme, 
weil das Lignin als Gebilde der Zellmembran nach Entfernung der 
Cellulose die Struktur der Zellmembran besitzt und beibehalt. Auch 
fiir die Bildung des Bitumens aus Wachsen, die sich wihrend der Ent- 
wicklung der Kohle langsam zu éligen Kohlenwasserstoffen verindern, 
kann recht wohl das Cutin der Pflanzen mit herangezogen werden, 
welches, ebenfalls von der Struktur der Zellmembran, die Cellulose und 
die Lignine begleitet, eine wachsartige Verbindung ist und noch schweret 
als die Lignine oxydiert bzw. hydrolysiert wird. 


') Kolloidchem. Beihefte 11, 75, 1919 














Uber die Léslichkeit des Glykokolls 
in wisseriger und in alkoholisch-wisseriger Lisung 
bei variierter Wasserstoffzahl. 


Vi mm 


Kingo Sano. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Aichi-Medizinischen Universitat 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorangegangenen Mitteilung!) wurde die Léslichkeit 
einiger schwer léslicher Aminosaéuren bei variiertem py untersucht 
In der jetzigen Mitteilung soll dasselbe fiir eine in Wasser lésliche 
Aminosaure, das Glykokoll, untersucht werden, und es soll gleichzeitig 
festgestellt werden, inwieweit die Theorie der Léslichkeit der Ampholyte 
sich auch in alkoholisch-wasserigen Lésungen bewahrt. Die Schwierig- 
keit bei der Untersuchung wisseriger Lésungen einer leicht léslichen 
Aminosiiure besteht darin, da} man sehr groBe Mengen Saure oder 
Lauge zusetzen mu, um in einer stets an Glykokoll gesittigten Lésung 
das py in geniigend weiten Grenzen zu variieren. Dabei wird die gesamte 
Ilonenkonzentration der Lésung gleichzeitig in weiten Grenzen variiert, 
man kann es nicht vermeiden, Lésungeh mit einer Salzkonzentration 
von mehr als 1 molar zu benutzen und die hier festgestellte Léslichkeit 
mit der fiir fast elektrolytfreie Lésungen derselben Versuchsreihe ge- 
fundenen Léslichkeit zu vergleichen. Da der Aktivititsfaktor sowohl 
des undissoziierten Glykokolls wie auch seiner Ionen mit der Gesamt- 
elektrolytkonzentration variieren muh, so ist es von vornherein fraglich, 
ob das einfache, auf Konzentrationen bezogene Massenwirkungsgesetz 
noch mit geniigender Goenauigkeit brauchbar ist. Aus den Unter- 
suchungen von Brénstedt und La Mer®) iiber den EinfluB fremder 
Elektrolyte auf die Léslichkeit schwer léslicher Elektrolyte geht hervor, 
de® der EinfluB8 der Zusatzelektrolyte auf die Aktivitiét der schwer 


1) K. Sano, Diese Zeitschr. 168, 14, 1926. 

2) Brénstedt, Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 761, 1920; 44, 938, 1922, 
Brénstedt und La Mer, ebendaselbst 46, 555, 1924. 
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K. Sano: 


léslichen Elektrolyte unter Umstinden sehr grofs werden kann. In 
solchen Fallen ist das auf Konzentrationen bezogene Massenwirkungs- 
gesetz nicht anwendbar. Aber auch die Léslichkeit von unelektrischen 
Molekiilarten wird durch Elektrolyte unter Umstiinden stark beeinflubt, 
eine Tatsache, welche schon lange bekannt ist und unter dem Gesichts- 
punkt der Aktivitatstheorie neuerdings von Linderstrém-Lang') unter- 
sucht worden ist. In unserem Falle, wo in der Lésung sich gleichzeitig 
undissoziiertes Glykokoll und seine Ionen befinden, wird man an- 
nehmen miissen, daB der EinfluB fremder Salze auf die Aktivitat dieser 
beiden Ionenarten im allgemeinen verschieden sein wird, wodurch di 
theoretische Behandlung noch mehr erschwert wird. Allein der Umstand, 
dab gerade fiir Glykokoll der EinfluB der Elektrolyte auf die Aktivitit 
im allgemeinen klein zu sein scheint, erméglichte die Durchfiihrung 
dieser Versuche und eine theoretische Behandlung nach dem einfachen 
Massenwirkungsgesetz. Die Anderung der Léslichkeit durch Elektrolyte 
ist namlich bei verschiedenen Stoffen sehr verschieden. So wird 
z. B. nach Linderstrém-Lang durch Zusatz von 1 Mol. NaCl pro Liter 
die Léslichkeit des Chinons etwa um 13 Proz., die des Hydrochinons 
um 43 Proz., die der Borsiure nur um 3 Proz. herabgedriickt. Das 
Glykokoll gehért zu denjenigen Stoffen, deren Léslichkeit durch fremde 
Ionen offenbar nicht stark beeinfluBt wird.  Fiir unsere Versuche 
kommen nur Na- und Cl-lone. in Betracht, und der Einflu8 dieser 
Ionen selbst in hoher Konzentration auf die Léslichkeit des Glykokolls 
erweist sich als sehr gering. Das zeigt sich daran, daB in solchen Ver- 
suchen, wo es méglich war, ein bestimmtes pg in einer relativ ionen- 
armen Lésung herzustellen, die Léslichkeit bei diesem py durch Zusatz 
von viel NaCl nur sehr wenig verandert wird. Im isoelektrischen Punkte 
wurde die Léslichkeit durch Zusatz von 0,5 Mol. NaCl pro Liter nur 
um 3 Proz. verandert, und zwar erhéht, durch 2 Mol. NaCl um 7 Proz. 
Aber auch die Léslichkeit des Glykokolls in 0,5n NaOH (pg = 8,78) 
wurde durch Zusatz von 2 Mol. NaCl pro Liter die Léslichkeit nur um 
6,5 Proz. erhéht. Unter diesen Umstinden scheint es, da} die durch 
NaCl hervorgerufenen Anderungen der Aktivitét im Bereich der 
sonstigen experimentellen Fehler liegen. Diese bestehen bei héheren 
Salzkonzentrationen hauptsachlich in der py-Messung, weil in solchen 
Fallen eine véllige Ausschaltung des Diffusionspotentials der Gaskette 
kaum miglich ist. Ein Fehler von einem Millivolt wiirde bewirken, dab 
die nach dem Massenwirkungsgesetz berechnete Léslichkeit schon um 


5 Proz. von der fiir das gemessene py berechneten Léslichkeit abweicht. 
In Anbetracht dieses Umstands kénnen wir den Einflu8 der Salze 
unter unseren Bedingungen vernachlissigen. Gleichzeitig sollte geprift 


') Linderstrém-Lang, C. r. Lab. Carlsberg, Kopenhagen, 15, Nr. 4, 1924. 
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werden, ob auch in wasserig-alkoholischen Lésungen die Abhangigkeit 
der Léslichkeit von py im Sinne der einfachen Massenwirkungsgesetze 
bestehen bleibt. 

Die absolute Léslichkeit des Glykokolls im isoelektrischen Punkt: 
wird durch Alkoholzusatz stark herabgesetzt, durch 80 Proz. Alkoho! 
auf den 100. Teil der Léslichkeit im Wasser. Trotzdem werden wit 
sehen, da die relative Léslichkeit bei beliebigem py, verglichen mit 
der im isoelektrischen Punkte bei gleichem Alkoholgehalt, der auf 
dem Massenwirkungsgesetz beruhenden Theorie der Léslichkeit folgt. 
Nach der Theorie ist die Léslichkeit 4 bei einem beliebigen py, ver- 
glichen mit der minimalen Léslichkeit 4 im isoelektrischen Punkte, 
auf der alkalischen Seite gegeben durch die Gleichung 


A ‘. 
A [H] 
und auf der sauren Seite vom isoelektrischen Punkte 
A ky ky ; 
| ~— 1 + — [H }, 
A , [OH'} k,, tH] 


wo k, und k, die Saure- und Basendissoziationskonstanten bedeuten 
und k,, das lonenprodukt des Wassers in dem jeweiligen Lésungsmittel 


ist. Wir kiinnen als eine Konstante zusammenfassen, deren Kennt- 
nis fiir jedes Lésungsmittel enieiieben ist und die Bestimmung der 
Einzelwerte von k, und k,, iiberfliissig macht. Dann ist auf der sauren 
Seite 

4_,, (8) 

.- - 


1 

Indem wis es unentschieden lassen, welche der beiden Konstanten 
k, und k, die Dissoziation der Carboxylgruppe, und welche die der 
Aminogruppe beherrscht, kénnen wir beide Konstanten auf H_ be- 
ziehen') und bezeichnen die friiher sogenannte Siurekonstante /, mit k,, 


also 
b, = &, 
und die friiher sogenannte Basenkonstante 
I 
I: 
k: 


1 
Dann ist die [H'] des isoelektrischen Punktes J, 
k 
J -k b..&, 
J phe = Veh 


1) N. Bjerrum, Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923; L. Michaelis 
und Mizutani, ebendaselbst 116, 136, 1925. 
19* 
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und die relative Léslichkeit auf der einen Seite vom isoelektrischen 
Punkt ist 


A - [H} 

A k, 
und der anderen Seite “a ks, 

i ” [H] 


Die Werte von k, und k, miissen fiir jedes Lésungsmittel je nach 
dem Alkoholgehalt besonders bestimmt werden. Um &k, zu bestimmen, 
wird ein Gemisch von 0,01n Glykokoll und 0.01 n Glykokolichlor- 
hydrat der Reihe nach in reinem Wasser und in den verschiedenen 
Gemischen von Alkohol und Wasser hergestellt und elektrometrisch p, 
gemessen. Dieses pg ist = pk, fiir das betreffende Lésungsmittel. 
Streng genommen, ist es das ,,auf den Salzgehalt der betreffenden Zu- 
sammensetzungen reduzierte!)“ pk,, aber in Anbetracht der erérterten 
Verhialtnisse wird kein Unterschied zwischen dem auf unendliche Ver- 
diimnung bezogenen wahren pk, und dem auf etwas salzhaltige Lésung 
,,reduzierten“ pk, gemacht. Die pg-Messungen wurden mit der Gas- 
kette bei derselben Temperatur ausgefiihrt wie bei den Léslichkeits- 
bestimmungen, bei 35°, und stellten somit eine Ergianzung zu den 
Messungen von Michaelis und Mizutani*) bei 19,5° dar. Als Ableitungs- 
elektrode wurde eine gesittigte Kalomelelektrode benutzt, deren 
Potential tiglich an einer Gaselektrode mit Standardacetat bei 35° 
geeicht wurde. Das p, des Standardacetats wurde = 4,62 gesetzt. 
Zur Vernichtung des Diffusionspotentials wurde das Verfahren von 
Michaelis und Fujita*) angewendet. pk, wurde in ganz analoger Weise 
mit einem Gemisch von 0,01 n Glykokoll und 0,01 n Glykokoll-Na 
bestimmt. Die Messungen ergeben folgende Resultate: 


Elektrometrische Bestimmung der Dissoziationskonstanten des Glykokolls 
in alkoholisch-wisserigen Lésungen. 


Tabelle I. 1. Glykokoll in saurer Lésung. Temperatur 35,0°. Die Lésungen 
enthalten je 0,01 Mol. Glykokoll und Glykokoll-Chlorhydrat pro Liter. 





t Dieselbe nach ik, fiir 35,0! Jk 9,50 
in dlkobolgehalt. | ‘goyen gesattigte, | Kormektur | 1 gets oey | such Michneti 
Kalomelelektrode Damptdrucks dieser Lésung) und Mizutani 

0 382.5 383,1 2,44 2.54 

20 399.0 400.5 2.68 2.70 

40 410.0 4119 2.88 2.96 

60 423.0 424.8 3.09 3,28 

80 439.0 440.9 3.35 3.70 


1) N. Bjerrum, Zeitschr. f. physikal. Chem. 104, 147, 1923; L. Michaelis 
und Mizutani, ebendaselbst 116, 136, 1925. 

8) l.c. 

5) Michaelis und Fujita, diese Zeitschr. 142, 398, 1923. 
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2. Glykokoll in alkalischer Lésung. Temperatur 35,0°. Die Lésungen 
enthalten je 0,01 Mol. Glykokoll und Glykokoll-Natrium pro Liter. 





Dieselbe nach 


stobogehae Potetadiferens | 'RTeritar | ky fr 2500 | hy fa 10.0 
in Volumprozenten Kalomelelektrode Denhdsocks (= Pu) und Mizutani 
0 839.0 839.6 9.88 9.81 
20 835.0 836.5 9,82 9,76 
40 829,0 830,9 9,73 9,76 
60 826.0 827.8 9,68 9,90 
80 824.0 $25.9 9.65 10.01 


Die Léslichkeitsbestimmung wurde auf folgende Weise ausgefiihrt. 
Glykokoll von Kahlbaum wurde noch einmal aus heibem Wasser um- 
kristallisiert. Nun wurde dieses in geniigendem UberschuB zu den 
verschiedenen Lisungen zugegeben, also in der ersten Versuchsreihe zu 
den rein wisserigen Lésungen der in der ersten Spalte der Tabelle I 
genannten Elektrolyten, und geschiittelt. 40 Stunden Schiitteln bei 35° 
erwies sich als ausreichend zur Einstellung des Gleichgewichts. Die 
minimale Léslichkeit im isoelektrischen Punkte ist, wie Versuche 5a, b,c 
in der Tabelle I] zeigen, praktisch gleich, wenn man das Gemisch von 
der Zimmertemperatur aus direkt in das Schiittelbad von 35° bringt, 
oder wenn man es vorher durch starke Uberwirmung bei etwa 50° in 
einen fiir 35° iibersattigten Zustand bringt und dann beij 35° schiittelt. 
Zur Einstellung des isoelektrischen Punktes wurde ein Acetatpuffer 
benutzt. Wie man sieht, ist noch in ziemlicher Entfernung vom iso- 
elektrischen Punkte (Versuch 4 mit 0.01 n HCl) die Léslichkeit noch 
nicht merklich verschieden davon. 

Die Versuche 9 urd 10 zeigen, dab Zusatz von NaCl im iso- 
elektrischen Punkte die Léslichkeit nur sehr wenig beeinfluBt und 
selbst in 2n NaCl-Lésung nur etwa um 7 Proz. veraindert, und zwar 
erhoht. 

Die verschiedenen py, auberhalb des isoelektrischen Punktes 
wurden immer nur durch HCl oder NaOH hergestellt. Nach beendeter 
Schiittelung wurde die Lésung sofort in einem Luftthermostat von 35° 
durch ein gewéhnliches vorgewirmtes Filter filtriert. Innerhalb eine 
halben Minute konnte geniigendes Filtrat fiir alle Analysen gewonnen 
werden. Das Filtrat wurde einerseits zur N-Bestimmung nach Kjeldahl 
benutzt, und zwar fiir drei parallele Analysen mit je 1 ccm des Filtrats, 
wobei zur SchluBtitration bei gréLerem N-Gehalt Methylrot als 
Indikator verwendet wurde, bei einem N-Gehalt < 10mg die jodo- 
metrische Methede nach Bang verwendet wurde. Eine andere Probe 
des Filtrats wurde fiir die py,-Messung benutzt. 

Fiir die alkoholischen Lésungen wurde dasselbe Verfahren an- 
gewendet. Zunichst wurde fiir jeden Alkoholgehalt die minimale 
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Tabelle I] ***). 
Ohne Alkohol. 








Zusammensetzung 
der Lésungen 


.4n HCl 


2. 2n HCl 


w 


HCl 


. O5n 


4.00In HCl. 


5, 0,095n Na-Acetat 
0,05n Essigsaure 


~ 


. 0O5n NaOH 


7. 2n NaOH 


8. 5n NaOH 


. 0,095 n Na-Acetat 
0,05n Essigsaiure 
+05n NaCl 


Dieselbe Lésung 
+2n NaCl 


. 05n NaOH 
+2n NaCl 





Pu 


3,32 


5,32 


a) 6.03 


b) 6,07 


c) 6,06 


8,70 


9,35 


10,07 


M 


it 


mg N 
in 1 ccm 
Filtrat 


— N 

pro Liter 

( Mittel- 
wert) 


112 652 


67 738 
67,640 
49.854 
49,854 
49.708 
43,420 
44.411 
44,560 
44,549 *) 
45.030 *) 
44.442 *) 
44, 508 **) 
44.197**) 43890 
44.918**) (= 4) 
42 096 **) 
42.818 **) 
42 408 **) 
47,052 
41,618 
46,618 
59,758 
59,758 
59,374 
95,936 
95,228 
96,228 


49 856 


44 130 


46 673 


59 630 


Zusatz von NaCl. 
45,422 
45,422 
44.988 
47,009 
46 864 
46,864 
49.812 
49 518 
49.518 


49 616 


*) Eingestellt aus vorher bei 50° gesattigter Lésung. 
**) Einstellung von der Zimmertemperatur aus. 


***) Anmerkung zu dieser und den folgenden Tabellen. 
Dezimalstellen angegeben, als der Genauigkeitsgrenze der Methoden entspricht. 


log .1 


5.0517 


4.8309 


4,6976 


4,6413 


4.6444 
log 4) 


46691 


4,775 


96 131 4,9928 


45288 4.6560 


46912 46712 


4.6957 


Pu 
ber 


4 
be: 
rechnet 


4 
heoh- 
achtet 


0.4093 0.4063 2.2: 
0.1885 0.1832 
0.0529 0.0433 


3,23 


0.0023 0.0004 4.66 


0,0267 0,0290 8,79 
0.1330 0.1145 943 


60,3682 04060 10,01 


0.0060 — 
0,0212; — - 


0.0457 0.0334 8.92 


Die Zahlen sind zum Teil mit mehr 


Da ein Mif- 


verstindnis aber nicht méglich ist, so sind die versehentlich in dieser Form im Manuskript 
stehen gebliebenen Zahlen zur Erieichterung der Setzerarbeit bei der Korrektur nicht geandert worden. 
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Ili. 20 


Proz, Alkohol 





— 


+s 





Zusammensetzung der 
Losungen 


. 2n HCl. 


2. 05n HCI. 


In HC}, 


. O04n Na-Acetat 
0,22n Essigsaiure 


05n NaOH 


2n NaOH 


.4n NaOH 


2n HCl. 


O05n HCl. 


3. Oln HCl. 


. 00In HCl 


00I1In Na-Acetat | 


_e 


In NaOH 
.05n NaOH 


. 2n NaOH 


3,29 


4.16 


6,06 


8,96 


10,09 


Tabe lle 


2.56 


2.88 


3,76 


4.49 


6.01 


591 


8,92 


9.53 


10.04 


2,59 


mg N 
in leem 
Filtrat 


53,060 
52.772 
52.912 
29.772 
29.308 
29.720 
25,351 
25,064 
23,628 
23.918 
25,181 
28.846 
28.700 
28.409 
45.030 
44.884 
44,448 
63,272 
62,964 
62,964 


IV. 40 Proz. Alkohol. 


27,076 
27,220 
26.788 
17,176 
17,030 
17,176 
9.950 
9.956 
10.096 
9.338 
9.347 
8.840 
8,868 
9.022 
9,022 
8.552 
8,994 
9,526 
10,822 
10,478 
10,478 
15,319 
15,162 
15,008 
32,434 
32,294 
32,000 





i 
log 
beob- 
achtet 


0.3392 


0,0868 
0.0166 


0 
0.0727 
0.2667 


0.4153 


0.4782 
0.2798 
0.0467 


0.0089 


4.0429 | 0.0802 


(0.2270 


05545 


PH 
be- 


rechnet 


9.08 


10,03 


9n7 
wd 


9.09 


10,14 
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Tabelle 
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V. 60 Proz. Alkohol. 








te 


~ 


-_ 


~ 


~ 


~ 


ia Ba... ; 2, 


. 00In Na-Acetat 


Zusammensetzung der . 
Lésungen Pu 


in 
” 


oJ 


. am BECe. ss « 3,38 


00lIn HCI]... 4,11 


. 0,02n Na-Acetat O04 


0.011n Essigsaiure 


5. 01ln NaOH .. 9.05 


Olin NaOH .. 9,20 


in NaOH.... 9.68 


.2n NaOH ... 10,23 


Tabelle VI. 


<a 2.48 


Sin HCl. ... 3,01 


3.0,0in HCl ... 3,83 


0.05n Essigsiure  %!4 


.00In NaOH .. 8.88 


On NaOH .. 9.74 


me NeOH.... '1037 


mg N 
in | com 
Filtrat 


10,744 
10.456 
10,605 
4.710 
4.724 
4 668 
3,243 
3,312 
3,308 
2,991 
2.999 
3.016 
4.020 
4.056 
4.037 
4.178 
4.139 
4,111 
5.648 
5.936 
5.936 
14,174 
14.034 
14.034 


3,806 
3,818 
3,778 
1,579 


1,572 


5994 
0.5865 
0.5875 
0,430 
0,437 
0,435 
0,4938 
0,4971 
0,4964 
0.9059 
0.9013 
0.9072 
3,139 
3,117 
3,117 


S 


mg N 
pro Liter 
(Mittel- 

wert) 


10602 


4701 


3288 


3002 


(= A) 


4038 


4143 


5842 


14081 


3801 


496 


905 


3124 


(- 


( 


log A 


4.0253 


3.6722 


3,5170 


3.4774 


log 4) 


3.6062 


3.6172 


3,7665 


4.1485 


80 Proz. Alkohol. 


3,5799 


3,1976 


2.7718 


2.6375 


log 4) 


2,6953 


2.9566 


3.4948 


ue 4 
beob- 
achtet 


0.5449 
9.1948 


0.0396 


0.1288 
0.1399 
0.2891 


0.6711 


0, 9424 
0,5601 


0,1343 


0,0578 
0.3191 


0,8573 


{ 
log — 
4 
be- 
rechnet 


0.5035 
0.1798 


0.0395 


0,0823 
0.1242 
0.3010 


0.6269 


0.9244 
0.5041 


0,1242 


0.0679 
03489 


0.7960 





Pu 
be- 
rechnet 


2 69 


3,34 


9 oo» 


9.26 


9.65 


10.25 


2,46 


2,93 


- 
-1 
— 


8.80 


0.69 


10.44 
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Léglichkeit im isoelektrischen Punkte bestimmt, welche durch Acetat- 
puffer hergestellt wurde. Hierbei muBte beriicksichtigt werden, daB 
erstens der isoelektrische Punkt des Glykokolls durch Alkohol etwas 
verschoben wird, und zweitens, daB zur Herstellung eines bestimmten py 
in alkoholischer Lésung die Zusammensetzung des Acetatpuffers anders 
sein mu als in reinem Wasser, weil die Dissoziationskonstante der 
Essigsiure durch Alkohol verandert wird. -Erleichternd fiir die Be- 
stimmung des Léslichkeitsminimums ist auch hier wiederum der Um- 
stand, daB eine breite isoelektrische Zone besteht und eine strenge 
Innehaltung des isoelektrischen Punktes nicht erforderlich ist. 

Es wurden Versuchsserien mit 20, 40, 60 und 80 Vol.-Proz. Alkohol 
ausgefiihrt. Die minimale Léslichkeit des Glykokolls im isoelektrischen 














®@ experiment Punkt fir 0% Alkohol 
o ” » » 20% | 





A ” » » 0% 
x ” » 60% af 
» » 80% »| 7} 
I theoretische Kurve for 0% Alkohol 
4 » » “» 20% 
4 ” » » 0% 
4 ” » » 60% » 
r ” ” » 4% » | 


es See ” 
Py-> 
Abb. 1. 


Punkte wurde durch Alkohol stark herabgedriickt, schon durch 20 Proz. 
Alkohol fast auf die Hialfte, durch 40 Proz. Alkohol auf !/;, durch 
60 Proz. auf '/,,, durch 80 Proz. ungefahr auf !/,9. Trotz dieser groBben 
Unterschiede stimmen die fiir verschiedene py, berechneten, auf das 
jeweilige Léslichkeitsminimum bezogenen relativen Léslichkeiten recht 
gut mit den beobachteten iiberein. 

Die Versuche sind graphisch in Abb. 1 wiedergegeben. Die aus 
gezogenen Kurven stellen die theoretisch berechneten relativen Léslich- 
keiten dar. Die Abszisse ist py, die Ordinate gibt die relative Léslich- 
keit 4/A, und zwar in logarithmischem MaSstab. Die Kurven wurden 
mit Benutzung der oben ermittelten Werte von £, und /, des Glykokolls 
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in alkoholisch-wiasserigen Lésungen berechnet, Kurve I fiir einen 
Alkoholgehalt von 0 Proz., Kurve II fiir 20 Proz., Kurve III fiir 40 Proz., 
Kurve IV fiir 60 Proz. und Kurve V fiir 80 Proz. Auf der sauren Seite 
verlaufen die verschiedenen Kurven deutlich getrennt voneinander, 
weil k, durch Alkoholzusatz stark geandert wird, dagegen verlaufen 
die Kurven auf der alkalischen Seite sehr dicht nebeneinander, weil k, 
durch Alkohol nur wenig geindert wird?). 

Die eingetragenen Punkte stellen die Resultate der Versuche dar, 
sie fiigen sich den berechneten Werten recht gut ein. Besonders ist 
auffallig, daB auf der sauren Seite die korrespondierten Punkte bei 
verschiedenen Alkoholgehalten deutlich auseinander liegen, wahrend sie 
auf der alkalischen Seite beinahe aufeinander fallen. In den Tabellen 
gibt die vorletzte Spalte den Wert von log 4/4 an, wie es fiir das be- 
rechnete py zu erwarten ware. Die letzte Spalte gibt das berechnete py 
an, welches theoretisch fiir den beobachteten Wert von 4/A erwartet 
werden mub. Die Ubereinstimmung zwischen berechneten und ge- 
fundenen Werten ist in alkoholfreier Lésung noch besser als man zu 
erwarten berechtigt war. Bei alkoholischen Lésungen ist sie nicht so 
ganz gut, aber immer noch iiber Erwarten gut, insofern als die Ab- 
weichungen in logarithmischem Mabe selten einige Einheiten der 
zweiten Dezimale tibersteigen. 

Hiermit ist gezeigt, daB man die aus dem einfachen Massen- 
wirkungsgesetz abgeleitete Theorie der py-Abhangigkeit der Léslichkeit 
in wiisserigen und alkoholischen Lésungen auf das Glykokoll weit- 


gehend anwenden darf. 


1) Siehe hieriiber Michaelis und Mizutani, 1. ce. 

















Eine Mikro-auswasch-pipette. 
Von 
Karl Sehuhecker. 
(Aus dem physiologischen Institut der Hochschule fiir Bodenkultur in Wien.) 
(Eingegangen am 11. Februar 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Entbehrlichkeit einer Wage, vor allem aber die Raschheit, 
mit der Pipetten das Abmessen gestatten, haben auch in der Mikro- 
analyse, besonders bei Serienuntersuchungen, dem Abmessen von 
Fliissigkeiten eine gewisse Vorzugsstellung gegeniiber dem Einwiagen 
verschafft. 

Die Methoden, die verschiedene Autoren beim Pipettieren anwenden, 
lassen sich nach zwei Gesichtspunkten ordnen: Die einen verzichten iiber- 
haupt darauf, die gesamte abgemessene Substanz aus der Pipette heraus 
zu bekommen, die anderen waschen nach entweder, indem sie zunichst 
die Probe aus der Pipette ausblasen und dann einfach Waschfliissigkeit nach- 
saugen') oder aber folgendes Verfahren?) einhalten: Der nicht graduierte 
Schenkel der winklig gebogenen Kapillarpipette wird mittels Gummi- 
stopfens in den Hals eines Kélbchens eingesetzt. Der Hals tragt seitlich 
einen Ansatz, der, mit Gummischlauch versehen, zum Ansaugen der Probe 
in die Kapillarpipette dient. Hat man die gewiinschte Fliissigkeitsmenge 
abgemessen, so wird sie zundéichst in das Kélbchen gesaugt und hierauf die 
Pipette durch Nachsaugen von Waschfliissigkeit vollstandig ausgewaschen 
In die Kategorie der Auswaschpipetten gehért auch die Pregische Prazisions- 
pipette *) fiir Mikrokjeldahlbestimmungen. Diese Pipette hatte urspriinglich 
oberhalb der Marke einen breiteren seitlichen Ansatz, in den die Spiil 
fliissigkeit eingegossen wurde. Die Neuauflage der Pipette*) tragt keinen 
seitlichen Ansatz, sondern der oberhalb der Marke befindliche Teil ist 
bedeutend weiter als bei den gewéhnlichen Pipetten, so daB man die Wasch- 
fliissigkeit bequem eingieBen kann. 

Die ersterwahnte Art zu pipettieren hat den Nachteil, daB die GréBe 
des Fehlers nur dann konstant ist, wenn immer die gleiche oder wenigstens 


') H.C. Hagedorn und B. Norman Jensen, diese Zeitschr. 185, 46, 1923 

2) Z. Ernst und St. Weiss, Wien. klin. Wochenschr., Jahrg. 34, Nr. 15, 
S. 174, 1921. 

3) F. Pregl in E. A. Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod., 


Abt. V, S. 1347. 
4) Derselbe, Die quantitative organische Mikroanalyse, 8S. 104. Berlin, 


J. Springer, 1917. 
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gleich konstruierte Pipettén mit gleich groBer Wandobertlache des Me(- 
bereiches benutzt werden und wenn die abzumessenden Fliissigkeiten das 
gleiche spezifische Gewicht, die gleiche Viskositat und Adhasion fiir Glas 
haben. Letzteres ist aber gerade bei biologischem Untersuchungsmaterial 
nicht der Fall. R. Prigge') hat fiir die Mikrochloridbestimmung im Blute 
nach 7. Bang eine Pipette angegeben, die 0,2 cem faBt und in Kubikmilli- 
meter eingeteilt ist. Das Lumen des zum Saugen dienenden Endes ist 
verengt, damit beim Ablassen der gewiinschten Blutmenge die Blutsaule 
am entsprechenden Teilstrich festgehalten werden kann. Prigge erwahnt, 
daB fiir je 0,l cem Blut (etwa 105 mg) 2 bis 4mg an der Pipettenwanid 
haften bleiben; diese Menge entgeht also der Bestimmung. 

H.C. Hagedorn und B. Norman Jensen*) spiilen ihre 10 bis 12 em 
langen Pipetten von 0,1 cem nach Gebrauch gleich aus und verwenden sie 
nach Ausschleudern des Wassers zur neuerlichen Blutmessung. Die zuriick- 
gebliebene Wasserschicht bedinge nach ihren Untersuchungen keinen 
Fehler. Die angefiihrten Beispiele fiir die Genauigkeit ihrer Blutzucker- 
bestimmung gestatten kein Urteil iiber die Exaktheit dieser Art zu 
pipettieren, da sie die Fehler der gesamten Analyse in sich schlieBen. Es 
war daher notwendig zu untersuchen, wieviel Wasser nach dem <Aus- 
schleudern in der Pipette zuriickbleibt und die Méglichkeit hat, sich mit 
dem Blute zu mischen. Ich habe die Pipette so ausgeschleudert, wie man 
dies mit dem Quecksilber der Fieberthermometer macht. Es blieben zuriick: 
nach l5maligem Ausschleudern einmal 1,4 Proz., ein andermal 1,3 Proz., 

nach weiterem limaligem Ausschleudern 1,2 bzw. 1,0 Proz., 
es o _— 6% Pe os . GS 
99 - 30 on os OS , GS x 


Es waren demnach in diesem Falle 60 bis 90 Schleuderbewegungen 
nétig, um noch einen Rest von 0,5 bis 0,8 Proz. in der Pipette zu haben; hatte 
man jedoch nur 15mal geschleudert, so betrug die Menge des zuriick- 
gebliebenen Wassers das Doppelte. Diese Werte wurden durch Wagung 
gewonnen. 

L. Pinkussen und A. Floros*) verwenden genau kalibrierte 0,1 ccm 
fassende Pipetten. Sie lassen das abgemessene Blut unter leichtem Blasen 
heraustropjen und blasen den Rest scharf aus. Die genannten Autoren 
geben ferner ah, es sei nicht méglich, mit derselben Pipette ofter als dreimal 
hintereinander Blut aufzuziehen, da sonst das an den Wandungen haftende 
Blut eine Veranderung des Volumens hervorbringen wiirde; bei schnellem 
Arbeiten sei dies fiir die ersten Male nicht zu befiirchten. Die angefiihrten 
Vergleichsanalysen mit eingewogenem Untersuchungsmaterial geben jedoch 
keinen AufschluB iiber die Genauigkeit dieser Art zu pipettieren, da sie 
die Fehler der gesamten Analyse in sich schlieBen. Es war daher notwendig, 
ein Urteil tiber die Leistungsfahigkeit des Ausblasens zu gewinnen. Dies 
ist nicht einfach, weil beim Blasen die Unterbrechung desselben, um Atem 
zu holen, und die Starke, mit der man blast, subjektive, verdnderliche 
Faktoren sind. Versuche mittels Wagung scheiterten aus dem Grunde, 
weil sich beim Blasen in der Pipette Wasserdampf kondensiert, der mit- 
gewogen wird und so zu ganz falschen Resultaten fiibrt. Als gangbar erwies 


1) R. Prigge, diese Zeitschr. 130, 442, 1922. 
2) H.C. Hagedorn und B. Norman Jensen, diese Zeitschr. 187, 92, 1923. 
3) L. Pinkussen und A. Floros, diese Zeitschr. 125, 42, 1921. 
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sich fiir das Verhalten von Blut die Bestimmung seines Gesamtstickstoffs 
nach Kjeldahl unter Benutzung der jodometrischen Titration nach /. Bang, 
die unter bestimmten Kautelen brauchbare Ergebnisse liefert. Das Ver- 
haltnis Stickstoff der gesamten abgemessenen Menge zum Stickstoff des 
Riickstands in der Pipette gibt ein verwertbares Ma® fiir die zuriick- 
gehaltene Blutmenge. Die Pipette wurde wahrend des Ausblasens senkrecht 
mit der Spitze nach unten gehalten und gleich nach Beendigung desselben 
das zuriickgebliebene Blut durch wiederholtes Durchspiilen mit destilliertem 
Wasser nach langerem Verweilen desselben in der Pipette und sodann mit 
der zur Veraschung ndétigen Menge konzentrierter Schwefelsdiure entfernt. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle I zusammengestellt. Sie lehren, dai 


‘abelle I. 











v - 2 = S = x L 4 . 
s eS Fs seEe > §& 22 
5 % 2 33 & Sr > 6 £ gs e z Ruickstand Ruckstand an 
4 = ve™ S$ BS ) £35 ec an Blut Jodatlésung 
5 ~b ef role se N § 
2 =] = = EUe 4 2 s = 
¥ = Se = 
? = SS5= 
cm cm sed Z Sek ( Proz Proz 
" Pipette ohne 1.993 | 30) «14—15 0.64 0.00, 0.025, 0.00 
Schlauch ; | 30 30 1,39, 1,13 0,025, 0,05, 0,125 
Pipette mit | 30 14—15 1,79 0,05, 0,025 
9 13 cm ~2 || @ | 14—15 017 0.00, 0,00, 0,00 
2 - aa langem 105.5 : K ‘ 
115 8.3 Scblauch ! 60 14—15 0,09 
versehen | 60 30 115 0.15 
Pipette mit | 30 14—15 2.56 
Som - | 6 1416 119 — 0,15, 0,25, 0,125 
3 langem 108.5 < - ows 
Schlauch i 60 14—15 1,36 
versehen i! 60 14—15 1,49 
| 30 «14—15 0.175 
“ipette 5 —15'0,69,0.45 0,075, 0,025 
ase | 93) cee | 109 | || & | 14-—-1510,00,065) 0,076, 0,036 
Schlauch | 45 14—15 0.13 
| 45 BO 1,00 0,075, O15 
ee am | 60 14—15 1,73, 1,83 
5 25 8.3 langem 118 I] 60 14—15 2,49 
Schlauch lil 60 1415 3,39 
versehen 
| 30 | :14—15 0.50. 0.70 
Pipette | 60 14—15 05 
= | 120 14—15 0.25, 0,25 
Schlauch . ‘ or 
6 245 81 att euie 582 | 60 30 0.525 
cager Ruckstande nach eintachem 
—_—, AusflieBenlassen : 
——w 60 Sek. nach Beendigung desselb 0.725 
—. = js 0.650 


) Gemessen an der AustluBgeschwindigkeit von Wasser. Die lichte Weite der verwendeten 
Schlauche betrug 1 mm. 

2) Hin Strich in dieser Rubrik gibt an, dafB die Pipette nach Entfettung mit Chromschwefel- 
saure oder Alkohel und Ather efn Mal benutzt wurde; zwe/ Striche, daf die Pipette nach der 


einmaligen Benutzung noch ein zweites Mal ohne vorherige Reinigung verwendet wurde; dre 
Striche, daB sie wieder ohne Reinigung noch ein drittes Mal zum Abmessen diente 
Die ganz niedrigen Werte in der letzten Spalte sind nur Naherungswerte, da 7. B. 0.025 Proz. 


4.005 com der n/200 Natriumthiosulfatiésung, mit der titriert wurde, entsprechen 
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mit der Lange der Verbindungsstrecke zwischen Me®Bbereich und Mund 
die Riickstande bedeutend stairker anwachsen, als es der VergréBerung der 
Widerstande entspricht. Es scheint auch nicht gleichgiiltig zu sein, ob 
die Verbindung nur aus Glas oder aus Glas und Schlauch besteht. Ferner 
zeigt sich bei verschieden langer Verbindungsstrecke cine auffallend ver- 
schieden groBbe Abhangigkeit von der Blasdauer; wahrend bei langem 
Schlauch deren Verdoppelung nur zur Entfernung ungefaihr der Halfte 
des der einfachen Blasdauer entsprechenden Blutrestes fiihrt, wird bei 
kurzem Schlauch die Pipette nahezu volistandig blutfrei. Beide Er- 
scheinungen erklart folgender Versuch: Blist man in eine lange Glas- 
kapillare mit verengter Spitze hinein, so schligt sich vom Mundende bis 
zur Spitze fortschreitend Kondenswasser in der Kapillare nieder, das sich 
allmaéhlich zu Trépfchen vereinigt, welche schlieBlich durch die Spitze 
ausgeblasen werden und auf dem Wege dahin die Kapillare auswaschen. 
Die gleiche Erscheinung findet in der Pipette statt. Im Beginn des Blasens, 
wo nur die Niederschlage im MeBbereich bei der Aufréumung der Riick- 
staénde mithelfen, wird sich an denselben weit weniger andern als spéter, 
wenn das oberhalb der Marke befindliche Kondenswasser, das dem folgenden 
den Weg bahnt, in Flu geraét und den MeBbereich iiberschwemmt. Dann 
hat man es aber nicht mehr mit ,,Ausblasen“ allein zu tun, sondern auch 
mit ,,Auswaschen’ und die Lungenluft ist der Lieferant des hierzu not- 
wendigen destillierten Wassers. 

Es lag daher nahe, den Einflu8 der Temperatur auf die GrébBe des 
Riickstands zu untersuchen. Die mit dem kurzen Schlauch armierte Pipette 
(s. Tabelle I, Versuchsreihe 2), die bei 15° Zimmertemperatur nach 1 Minute 
langem Blasen 0,17 Proz. Blut zuriickhielt, verwehrte bei 30° und gleiche 
Blasdauer 1,15 Proz., also dem siebenfachen, den Austritt; selbstver- 
standlich, denn bei dieser Temperatur wurde weit weniger Wasserdampt 
in der Pipette niedergeschlagen. Ein ahnliches Verhalten zeigte sich, als 
in die Pipetten direkt, ohne Schlauchverbindung hineingeblasen wurde 
(Versuchsreihe 1 und 4). 

Ich habe versucht, mittels Wagung die Wirkung der reinen Luftstr6émung 
unter Ausschaltung von Verdunstung und Kondensation zu bestimmen, 
indem ich mit einer Kapselpumpe unter einem konstanten mit Hilfe 
eines Quecksilberiiberlaufventils regulierten Druck von 7 em Queck- 
silber, solche Mengen Wasserdampf enthaltende Luft durch die Pipette 
leitete, daB bei einer Kontrolle keine Gewichtsénderung auftrat. Diese 
Untersuchungen, die nicht leicht auszufiihren sind, ergaben unter anderem, 
daB bei einer Pipette, wie in Versuchsreihe 1, nach 30 Sekunden langem 
Durchleiten der Luft etwa 2,3 Proz., nach 60 bis 90 Sekunden langem 
etwa 1,1 Proz. zuriickgehalten werden, ein Wert, der dem beim Ausblasen 
mit dem Munde bei 30° gefundenen entspricht. 

Ich habe ferner den EinfluB des wiederholten Aufsaugens von Blut 
in die bereits einmal benutzte und nicht wieder gereinigte Pipette studiert. 
Es wurde jedesmal 60 bzw. 45 Sekunden lang geblasen und sofort hernach 
wieder Blut aufgesaugt. Die Resultate sind in der Tabelle I eingetragen. 
Die Pipette mit der langen Schlauchverbindung und dem groBen Riickstand 
weist nach jeder wiederholten Benutzung ein betrachtliches, die mit der 
maéBig langen Schlauchverbindung und dem geringeren Riickstand ein 
maBiges Ansteigen desselben, die Pipette mit dem kurzen Schlauch dagegen, 
die schon nach der ersten Verwendung fast entleert war, nach dreimaligem 
Gebrauch ein noch etwas geringeres Residuum auf als bei der erstmaligen 
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Benutzung; daB letzteres kein zufalliges Ergebnis ist, beweist das dies- 
beziiglich noch ausgepragtere Verhalten der langen Pipette ohne Schlauch 
in Versuchsreihe 4. Pipetten ohne Schlauchverbindung verhalten sich 
demnach anscheinend etwas anders als solche mit Schlauch; in geringerem 
MaBe war dies auch in den friiheren Untersuchungen kenntlich. Die Er- 
klarung hierfiir ist: Am Ende des erstmaligen Ausblasens war das Kondens- 
wasser oberhalb der Marke noch nicht in Bewegung geraten oder befand 
sich zum mindesten noch zum Teil innerhalb des MeBbereichs, beim zweiten 
Ausblasen jedoch beteiligten sich am Ausschwemmen die ganzen in der 
Pipette noch von friiher vorhandenen und die gesamten wahrend des Blasens 
noch hinzugekommenen Niederschlage. Wenn jedoch eine Pipette mit 
einem Schlauch versehen ist, so bildet vor allem die Verbindunggsstelle des 
Schlauches mit dem Glase eine Barriere gegen das Vorwiartsgleiten des 
von oben kommenden, im Schlauch kondensierten Wassers. Versuche 
bei 30° habe ich wohl unternommen, doch kam es schon beim zweiten Auf- 
satigen so haufig zu Gerinnungen in der Pipette, daB ich auf eine Bestimmung 
der Riickstande verzichtete. 

Ich habe ferner das Verhalten einer nicht so viskosen und zur Ge 
rinnung neigenden Fliissigkeit wie Blut und zwar einer n Kaliumjodat- 
lésung in derselben Weise gepriift. Die gefundenen Prozentsaétze, die 
natiirlich viel niedriger sind, zeigen im Wesen das gleiche Verhalten wie 
Blut. Die Werte wurden durch Titration mit n/200 Natriumthiosulfat- 
lésung ermittelt. Sie sind in der Tabelle I zusammengestellt. Besonders 
zeigt sich auch hier wieder das Ansteigen der Riickstande mit zunehmender 
Temperatur, obwohl die Viskositaét bei Temperaturzunahme sinkt. GréBere 
Neigung des Blutes zur Gerinnung kann daher wenigstens nicht allein 
Schuld sein an den hohen Blutriickstanden bei 30°. 

AuBer der Dichte, der Viskositét und der Adhasion an Glas kommen 
demnach beim Ausblasen von Pipetten eine Reihe weiterer Einfliisse auf 
die GréBe des Riickstands in Betracht: 1. Die Geschwindigkeit des Luft- 
stroms; sie ist abhangig von der Blasstarke und vom Widerstand in der 
Pipette. 2. Die Menge des mit der Atemluft eingefiihrten Kondenswassers 
und die Temperatur der Pipette. 3. Die Linge des Weges vom Munde bis 
zum MeBbereich der Pipette und die Art der Verbindung. 4. Die Dauer 
des Blasens. 


Unter geeigneten Bedingungen weite Spitzenéffnung vor allem, 
Kiirze der Verbindungsstrecke zum Munde, niedrige Temperatur, kraftiges 
und geniigend langes Blasen kommt das Ausblasen von Pipetten 


dem Auswaschen gleich und nur dann sind die mit ihnen gemachten 
Messungen brauchbar. Wiederholtes Pipettieren von Blut mehrmals hinter- 
einander mit derselben Pipette ist trotzdem abzuraten, da das in ihr ver- 
bliebene Kondenswasser die Genauigkeit der folgenden Messung beein- 
trachtigt (es kénnen mehrere Milligramm Wasser im MeBbereich verbleiben). 
Unter den gegenteiligen Bedingungen besonders bei sehr enger Spitzen- 
offnung unterscheidet sich das Ausblasen nicht viel vom AusflieBen 
unter dem EinfluB der Schwere, wie aus der Versuchsreihe 6 hervorgeht. 

Die zweite Methode hat den Nachteil, daB nach dem Ausblasen der 
Pipette haufig Substanzreste an der Pipettenspitze hangen bleiben und 
dann beim Eintauchen derselben in die Waschfliissigkeit verloren gehen 
kénnen. Bei Verwendung von Waschmitteln, die mit der zu _ unter- 
suchenden Substanz Niederschlage bilden, versagt diese Methode in 
vielen Fallen. 
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Am exaktesten arbeitet man mit der Pregl-Pipette, bei der die beste 
und sicherste Art des Auswaschens, das Durchspiilen von der Mundseite 
her, Anwendung findet und der von Z. Ernst und St. Weiss!) angegebenen 
und auch von St. Rusznyak*) verwendeten Technik. Diese Methode ge- 
stattet tiberdies das Durchspiilen auch mit fallenden Fliissigkeiten infolge 
der hohen Geschwindigkeit, mit der das Waschmittel durch die Pipette 
gesaugt werden kann; doch erfordert sie die Beschaffung 
eigener Kélbchen, die mit der Pipette armiert, wenig 
stabil sind. 

Von einer Mikropipette fiir biologische Zwecke kann 
man verlangen: 






1. Genaue Kalibrierung; zur Uberpriifung dient Aus- 
wagen mit reinem Quecksilber unter Beriick- 
sichtigung der Temperatur. 
Die abgemessene Substanz mu aus ihr voll- 
// standig entfernt werden kénnen. 

3. Die Pipette soll das Auswaschen mit gemessenen 
/ ganz kleinen und auch gréBeren Fliissigkeits- 





oe 


BestandteilI 


te 


[/ mengen erméglichen. 

/ 4. Das Auswaschen soll méglichst rasch nach dem 

| Abmessen erfolgen kénnen, um beim Pipettieren 
von Blut die Gerinnung zu vermeiden. 

5. Die Strémungsgeschwindigkeit soll gro sein, 
damit man unter Umstanden auch Niederschlage 
erzeugende Substanzen zum Waschen verwenden 
kann. 








= 


Ich beschreibe im folgenden eine Pipette, die ur- 
spriinglich fiir 0,1 bis 0,15 cem Fliissigkeit bestimmt, 
sich entsprechend dimensioniert und kalibriert, fiir die 
Abmessung kleiner Fliissigkeitsmengen tiberhaupt ge- 
eignet erwiesen hat. Sie besteht aus zwei glasernen 
Teilen, die aufeinander eingeschliffen sind. Bestandteil | 
(Abb. 1) ist die eigentliche MeBpipette, Bestandteil LI ist 
der Behalter fiir die Waschfliissigkeit. Bestandteil I 
besteht aus einem dickwandigen Kapillarrohr von 
héchstens 1,0 bis 1,3 mm lichter Weite, dessen Spitze 
etwa 6mm vor ihrem Ende um 45° abgebogen und erst 
jenseits der Biegung etwas staérker ausgezogen ist. Die 
bauchige Form, wie sie sonst Vollpipetten zeigen, wurde 

Abb. 1. deshalb nicht verwendet, weil die Str6mungsgeschwindig- 

keit im Bereich der Ausweitung betrachtlich abnimmt. 

Zur genaueren Eichung ist die Kapillare an der Marke M, (Abb. !) auf eine 
kurze Strecke hin eingeengt. Eine zu starke Einengung ist ebenso wie 
eine zu enge Spitzendéffnung zu vermeiden, da dies gleichfalls die Strémungs- 
geschwindigkeit sehr beeintraichtigt. Bei der eben angefiihrten lichten 
Weite des Kapillarrohres war an diesen Engen ein Durchmesser von 0,5 mm 
ausreichend. Am anderen Ende, etwa 2 cm von der Marke M, entfernt, ist 
der Bestandteil I an seiner Innenwand mit einem leicht konischen Schliff S 


Bestandteil I 





1) Z. Ernst und St. Weiss, Wien. klin. Wochenschr., Jahrg. 34, Nr. 15, 
S. 174, 1921. 
2) St. Rusznydk, diese Zeitschr. 114, 23, 1921. 
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versehen, auf den die Spitze des Bestandteils I] S, eingeschliffen ist. Be- 
standteil I] (Abb. 1) besteht aus einem dickwandigen Kapillarrohr mit 
zwei gréBeren kugeligen Erweiterungen A und B. Das eine Ende tragt den 
bereits erwihnten Schliff S,. Es ist jedoch nicht die ganze Spitze in den 
Schliff einbezogen, sondern ihr letztes Endchen F ist etwas ausgezogen und 
ragt bei der zusammengesetzten Pipette frei in das Schliffende des Bestand- 
teils I hinein (Abb. 2). Der Lichtungsdurchmesser des Endchens betragt 
etwa 0.6mm. Ungefahr in der Mitte, miteinander durch ein etwa 
15em langes Stiick Kapillarrohr verbunden, befinden sich die Er- 
weiterungen A und B, deren Wand in die der angrenzenden Kapillaren 

nicht scharf abgesetzt, sondern konisch iibergelt. Hinter der zweiten 

Kugel B ist das Kapillarrohr spitzwinkelig abgebogen und mit ein 

oder zwei kleinen Aufblasungen C versehen, um dem hier ange- 
brachten diinnen, leicht komprimierbaren Druckschlauch von etwa 
15mm lichter Weite, der zum Ansaugen und Ausblasen dient, einen 
besseren Halt zu geben. Das Stiick Kapillare von der Spitze E bis 

zur ersten Kugel A ist ungefahr 5,5¢m lang, hat einen Fassungs- Abb. 2 
raum von 0,15 bis 0,20cem, trigt eine diesbeziigliche Marke M, 

und eventuell noch Unterteilungen. Das Kapillarstiick zwischen den beiden 
Kugeln weist naiher der Kugel A gleichfalls eine Marke VV, auf; bis dorthin 
faBbt der Bestandteil Il 0,5 oder 10cem. Die zweite Kugel B dient nicht 
zum Messen, sondern nimmt beim Aufsaugen der abzumessenden Substanz 
einen Teil der Waschfliissigkeit auf. Die Schliffe, die nicht eingefettet 
werden diirfen, stellen bei guter Ausfiihrung eine haltbare Verbindung der 
beiden Bestandteile her, so daB sie sich auch bei freihaingender Pipette 
und selbst beim kraftigsten Hineinblasen in dieselbe nicht voneinander 
trennen, 


Zum Gebrauch wird die Pipette zundichst auseinandergenommen. Will 
man mit wenig Fliissigkeit waschen, so saugt.man in die Kapillare des 
Bestandteils IL die gewiinschte Menge Waschmittel; will man mit mehr 
Fliissigkeit spiilen, so fiillt man auch noch die erste Kugel A bis zur Marke Mg. 
Das Austreten des eingesaugten Waschmittels verhindert man am besten, 
indem man diesen Pipettenteil rasch in Horizontallage bringt. Hierauf 
stellt man seine Verbindung mit dem Bestandteil I her, und zwar so, daB 
das umgebogene Ende des Bestandteils LI aufwarts, die Spitze des Bestand- 
teils L abwiarts gerichtet ist; diese Stellung ist in Abb. 1 wiedergegeben. Die 
derart mit Waschfliissigkeit beschickte Pipette soll auch weiterhin horizontal 
gehalten werden, unt das Lindringen von Fliissigkeit in den Bestandteil LI, 
zu vermeiden, dessen MeBbereich unbedingt trocken bleiben mub. (Man 
kann sie aber immerhin bis zu einem Winkel von fast 45° neigen, ohne daB 
die Waschifliissigkeit austritt, da dies das freie Hineinragen des End- 
chens E in den Bestandteil | erschwert.) Abklemmen des CGummi- 
schlauchs leistet dieselben Dienste. Bei Serienuntersuchungen kann man 
sich eine Reihe von Pipetten auf diese Weise vorbereiten, die bis zur weiteren 
Verwendung auf eine wagerechte Unterlage gelegt werden.  Saugt man 
nun bei der Abmessung die zu untersuchende Substanz in den Bestandteil I, 
so zieht sich entsprechend der dadurch bewirkten Luftverdrangung ein Teil 
der Waschfliissigkeit je nach der verwendeten Menge in die erste Kugel A 
bzw. zweite Kugel B zuriick. Im Beginn tritt die Fliissigkeit mit einem 
kleinen Ruck, den man bei viskosem Material wie Blut kaum merkt, in die 
Pipettenspitze ein, dringt dann aber vollstandig gleichmaébig weiter, so 
daB ein genaues Anfiillen bis zur Marke mit Leichtigkeit gelingt. Es ist 
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iibrigens unndtig zu saugen, da bei passender Neigung der Pipette, voraus- 
yvesetzt, dab sie tadellos gereinigt ist, die Fliissigkeit von selbst eimdringt 
und weiter gleitet. Hat man die gewiinschte Menge der zu untersuchenden 
Substanz in der Pipette, so reinigt man ihre Spitze, senkt sie und blast 
die Probe zusammen mit der Spilfliissigkeit aus. Die Menge des Wasch- 
mittels und die Raschheit, mit der es ausgespritzt wird, richtet sich unter 
anderem danach, ob man fallende oder nicht fallende Spiilmittel benutzt. 
Bei nicht fallenden Waschfliissigkeiten geniigen kleine Mengen davon und 
das Durchspiilen soll langsam erfolgen, um einen lingeren Kontakt und eine 
bessere Durchmischung mit der Probe zu erméglichen; bei fallenden Fliissig- 
keiten ist rasches Auswaschen mit eimer gréBeren Fliissigkeitsmenge am 
Platze. 

Bei Serienbestimmungen ist es nicht notwendig, eine grobe Anzahl 
vollstandiger Pipetten zu besitzen. Es geniigt ein eimziger Bestandteil I, 
dagegen sind mehrere ausweclhselbare Bestandteile I erforderlich, die natiirlich 
alle den gleichen zum Bestandteil LI passenden Schliff haben miissen. Die 
Ubereinstimmung der Volumina ist durch Auswagen mit Quecksilber zu 
priifen. Ein einheitlicher Schliff wird mitunter auch angezeigt sein, wenn 
man einen Satz verschieden kalibrierter Bestandteile | oder verschieden 
vroBe Mengen Waschmittel fassender Bestandteile I] benétigt. Hat man 
die abzumessende Substanz, z. B. 0,l cem, nach dem Abmessen auf ein 
vréBeres Volumen, etwa 10 bis 20 cem zu bringen, so wird es sich haufig 
empfehlen, dem Mebbereich des Bestandteils [1 einen um 0,1 com kleineren 
Fassungsraum, in diesem Falle also 9.9 bzw. 19,9 cem, zu geben und mit 
dieser Menge Fliissigkeit, mit der sonst aufgetiillt wiirde, nachzuwaschen. 
Man erspart sich auf diese Weise das Autfiillen im MebBkolben und die 
Abmessung ist mindestens ebenso genau; die Distanz zwischen der Spitze 
und der Marke des Bestandteils Il soll auch bei groBem Fassungsraum 
Sem nicht itiberschreiten. Bei der Eichung ist zu_ beriicksichtigen, dab 
in dem sehr kleinen toten Raum um das Endchen FE etwas Wasch- 
fliissigkeit nach dem Ablassen derselben zuriickgehalten wird.) 

Das Trocknen gereinigter Pipetten') — es kommt dabei besonders auf 
den Bestandteil | an besorgt man am besten, indem man mit der 
Wasserstrahlpumpe Luft durch die ganze Pipette saugt. Wasserreste in 
der Gegend der Schliffe, die unbedingt trocken sein miissen, lassen sich 
rasch entfernen, wenn man mit der Spitze des Bestandteils Il, der mit der 
laufenden Wasserstrahlpumpe in Verbindung bleibt, die feuchten Stellen 
absucht. Auf diese Weise gelingt es in wenigen Sekunden, den Bestandteil | 
vollkommen zu trocknen. 

Ich habe beobachtet, dab sich der Schlitf, nach langerem (sebrauch der 
Pipette glattet und dann nicht mehr die sichere Bindung der beiden Bestand- 
teile gewahrleistet. Leichtes Aufrauhen mit feinem Schmirgel oder 


Schmirgelpapier beseitigt diesen Ubelstand. 


Zusammenfassung, 
Es wurde eine Auswaschpipette zum Abmessen kleiner Fliissig- 
keitsmengen angegeben. Eine Auswaschpipette deshalb, weil nur das 
Auswaschen der gemessenen Substanz aus der Pipette Genauigkeit 


') Man reinigt am besten mit Chromschwefelsaure und behandelt 


dlamit auch die Sehliffe und ihre Umgebung. 
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der Messung verbiirgt Die Pipette ist dadurch charakterisiert, dab 
sie aus zwei aufeinander eingeschliffenen Teilen besteht, von denen 
der eine zum Abmessen der Substanz, der andere zum Auswaschen 
derselben, und zwar von der Mundseite der Pipette her mit gleichfalls 
mittels der Pipette abmeBbaren, sehr kleinen und auch groberen Fliissig- 
keitsmengen dient Ein Einheitsschliff erméglicht es bei Serien- 
bestimmungen, den zum Abmessen der Substanz dienenden Bestandteil 
rasch durch einen gleich oder anders kalibrierten zu ersetzen. Die 
Auswechselbarkeit des zum Auswaschen dienenden Bestandteils ge- 
stattet bei entsprechender Eichung desselben, die abgemessene Substanz 
zugleich mit der zum Anuffiillen auf ein bestimmtes Volumen not- 
wendigen Menge Waschfliissigkeit durchzuspiilen. Hierdurch entfallt 
das Auffiillen im MeBkélbchen. Die Pipette ist derart konstruiert, 
dab vielfach auch fallende Waschmittel benutzt werden kénnen. Da 
die Waschfliissigkeit unmittelbar nach dem Abmessen der zu unter- 
suchenden Substanz zugleich mit dieser ausgeblasen wird, ist beim 
Pipettieren von Blut die Gefahr der Gerinnung auf ein Minimum 


herabgesetzt 


* 











Beitrige zu einer Pharmakologie der Konzentrationsinderungen. 


IV. Mitteilung: 
Uber Anionenwirkungen. 
Von 
L. Jendrassik und L. Antal. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest. 


(Eingeqangen am 23. Februar 1926.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In der ersten und dritten Mitteilung beschrieben wir eine Reihe 


voriibergehender Wirkungen, welche verschiedene Kationen am Darm 


und Uterus verschiedener Sauger hervorrufen (1) (2). 


gehende Kentnnis derselben aus dem Gesichtspunkt ihrer Erklarung 


von Interesse ist, breiteten wir die Versuche auch auf andere Agenzien 


aus. Untenstehend seien die Wirkungen beschrieben, 


Anionen am iiberlebenden Kaninchendarm hervorrufen. 


gehende Untersuchung verschiedener Anionen am 


unseres Wissens nach — hbisher noch nicht unternommen.) 


Mit der Benennung ,.Anion“ soll hier nicht gesagt werden, dal 


Es ist ebenso 


die untersuchten Sauren eben nur in dieser Form wirken. 


moglich (besonders bei den Salzen schwacherer Sauren), dab das hydro- 


lytisch abgespaltene undissoziierte Siuremolektil das wirksame Agens ist 


Beziiglich der angewandten Methodik soll nur erwahnt werden, dab 
wir auch hier ein nach Magnus isoliertes Diinndarmstiickchen des Kaninchens 
untersucht haben. Im itibrigen wurden die Versuche in der beschriebenen 


Versuchsanordnung ausgefiihrt (1). Die erwaihnten Gaben 


auf 75 cem Tyrodelésung. Diese enthielt in diesen 
wOhnlich kein Mg und kein Phosphat. Das untersuchte Anion 


Form seines Natriumsalzes angewencdcet. In einem 


wurden diese in geeignet konzentrierten Losungen der Umspiilfliissigkeit 
zugefiigt. In anderen Versuchen wurden Bruchteile des Natriumcehlorids 


durch isotonische Mengen des untersuchten Salzes ersetzt. 


Hinsichtlich der angewandten terminologischen 
wir auch auf die erste und dritte Mitteilung verweisen. 


Die beschriebenen Versuche wurden im Herbst 1924, zur Teil 1925, 


ausgefthrt. 
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Versuchsergebnisse. 
Zur Untersuchung gelangen die Anionen Br. J, F. SCN. SO 
N Op, NO... Oxalat, Citrat, OH Die Richtung der Wirkungen erwies 


sich bei allen untersuchten Anionen als gleich Unterschied Zeluten 


i 


sich nur in quantitativer Hinsicht 

Ersetzt man 1 bis M, Teil des NaCl mit entsprec hender Konzen- 
tration von Na Br, NaJ, Na, SO,, so kommt eine deutliche oder stark« 
voriibergehende Kontraktur des Darmes zustande. Bei 25 prozentiget 
Substitution bleibt die Wirkung oft aus; wird aber die Halfte des 
NaCl mit fremdem Salz ersetzt (also neben 0.4 Proz. NaCl, 0,705 Proz 
Na Br bzw. 1,03 Proz. Na J bzw. 0,65 Proz. Na, SO,, wasserfrei), so ist 


‘I 
| —— 
Hitaetal 


Jy tttttiith 


" 


AT | 





Abb. 1 
Kaninchendarm (18. Oktober 1924.) Wirkung von Nabr Bei NaBr wird es in 1) proz. Losung 
zur Tyrodeflussigkeit gefugt. Ty frische Tyrodelésung ly Kr [yrodelésung, in 


welcher Teil des NaCl mit aquivalentem NaBr ersetzt ist 

die Kontraktur immer sehr ausgepragt, oft von maximaler Starke 
(s. Abb. L und 2). Dabei leiden die Spontanbewegungen, die Amplituden 
Bewegungen unregelma big sromid und Jodid 
An einem Darm, an welchem 
elitten haben 


werden kleiner, die 
scheinen weniger schadlich als Sulfat zu sein 
hei Substitution mit !. Na Br die Bewegungen nur wenig ¢ 
wurden diese in der Lésung mit ', Na,SO, sehr klein und unregel- 


maBig. (Hier kann aber auch der Zuwachs an Na-lonen eine Wirkung 


haben, da isosmotische Mengen von Na,SQ, relativ mehr Na-lonen 
enthalten.) 


Bei Riickkehr auf normale Tyrodelésung zeigt sich eine 


gehende Lihmung (oder Verkleinerung der Amplituden), welche 


voruber 


| bis 


5 Minuten zu dauern pflegt 
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Ersetzt man die ganze Menge des NaCl mit einem dieser NSalze 
so kommt die Kontraktur auch zustande; die Spontanbewegungen 
verschwinden aber sofort 

Analoge Wirkungen findet man bei der Substitution mit NaNO, 
und NaNQO,, nur die Starke der Augmentations- und Diminutions 
wirkungen sind verschieden Beim Ersetzen der Halfte des Natrium 
chlorids mit aquivalenter Konzentration von Natriumnitrit ist) dir 
voriibergehende Kontraktur weniger hoch als beim Br, J oder SO, 


auch die Spontantitigkeit leidet nur wenig. Bei Riickkehr auf normal 





Abb. 2 


(18. Oktober 1924.) Wirkung von Substitution der Halfte des NaCl der 


? 


lyrodelésung mit NaJ ly zweites Auswaschen mit normaler 


Cyrodelosung 


Tyrodelésung ist aber die voriibergehende Lahmung viel starker aus- 
gepragt und linger anhaltend Bei vélliger Substitution liegen die 
Verhaltnisse auch abhnlich (Abb. 3) 

Das Nitrat ist fiir den Darm auch nur wenig schadlich. Ersetzt 
man das NaCl ganz mit NaNQO,, so ist die zustandekommende 
Kontraktur gewohnlich klein oder mittelstark. Bei halber Substitution 
fehlt es oft auch gianzlich; die Bewegungen sind auch nach Ablauf 
einer Viertelstunde vollkommen regelmabig, héchstens biiBen sie in 
ihrer Grébe etwas ein. Bei Riickkehr zur normalen Tyrodelésung 
ist die voriibergehende Tonussenkung und das Kleinerwerden der 


Bewegungen nur mabig ausgeprigt 














\nronenwirkungel PUY 


Ob diese Wirkung vom fremden Anion ausgelost wird, oder ob 


diese durch eine Abnahme der Chlorionkonzentration zustande kommt 
suchten wir durch Zuftigen von Kochsalz zu entscheiden. In 


genugendetr 
Konzentration (150 bis 200 mg auf 


75 com Tyrodelésung) wirkt 
NaCl erregend (2) Wiirde aber der Darm bei der Substitution eines 
Teiles des Kochsalzes durch Na Br, NaJo usw. durch eine Abnahme 
der Cl in Kontraktur geraten. so sollte diese Wirkung durch Zufiigen 
geeigneter Gaben NaCl zu hemmen sein, wahrscheinlich schon durch 
Abnahme an sich unwirksamer Dosen Der Versuch zeigt 


das NaCl diese Kontrakturen nicht hemmt. es wirkt 


iber, dals 


sogar viel starkel 


hh yu iy 


by ial iW \ hi ft 


(31. Oktober 1924.) Die Wirkung von Nitrit-Tyrode (in welcher das NaC! volistandig mit NaNO 
ersetzt ist IvNO,) ly Wechsel auf 1 





rmale Tyrodelosung 


erregend als in normaler Lésung Die Nitratkontraktur z.-B. wird 
durch Zufiigung von Kochsalz noch mehr verstarkt (s. Abb. 5). Dies 
beweist mit genligender Wahrscheinlichkeit, dab die Ursache der Er 
regung bei der Substitution nicht die Cl-Abnahme sein kann 

Untersuc ht man die W irkung dieser Salze aul anncle rt We Is 
man das NaCl nicht durch diese ersetzt, 
T yrodelésung =u fiigt so erhalt 


indem 
sondern diese der normalen 
man ahniiche Wirkungen Beim Zu 
fiigen vorubergehende Zunahme det Be wegungsgrobe bzw 


Kontraktur: 
beim Auswaschen voriibergehende Hemmung 


Di Spontanbe wegungen 
werden durch solche Gaben nicht geschadigt 


Beim Na Br war die Wirkung entgegen den anderen Salzen 


nicht an jedem Darme mit der oben beschriebenen identisch. An einen 
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Darm riefen die tiblichen Dosen keine Wirkung hervor, in einem anderen 
Falle war die Richtung der A- und D-Wirkung eben umgekehrt. 

In einem Versuch hatte das Na Br (2 cem einer l0proz. Lésung) 
eine ebenso starke Wirkung, wie wenn ein Teil des NaCl mit derselben 
Menge (200 mg) Na Br ersetzt wurde (s. Abb. 1). Dieser Versuch kénnte 
darauf weisen, da hier nur das fremde Anion (Br) kontrakturerzeugend 
wirkt. Es spricht aber dagegen, dab (zu z8 rodel6sung yefiigt ) von 
NaCl ahnliche (manchmal auch noch kleinere) Mengen als von Na Br 


eine Wirkung haben (erregende Augmentations- und hemmende 


Bedddd dd ddd dis liiddlididsddlidddiddidiiiilisiiididdisiill 





Abb. 4. 


(14. Oktober 1924.) NaNO, zur Tyrodelésung gefiigt. Keine 
Augmentationswirkung, deutliche Diminutionswirkung. 


Diminutionswirkung), und hier ist wahrscheinlich die Konzentrations- 
zunahme des Na-lons die wirksame. Auch bei den anderen Salzen 
wirkt das Na-lon der Anionen mit. 

Wenn aber auch das Na-lon eine Mitbedingung dieser Wirkungen 
ist, ist sie sicher nicht der einzige Faktor. Auch die fremde Saure bzw. 
das Anion muB einen EinfluB haben. Dies beweist der Umstand, dab 
die Wirkungen bei den verschiedenen Salzen untereinander deutliche 
quantitative Unterschiede aufweisen. So ist z. B. die Augmentations-, 
ebenso die Diminutionswirkung des Nitrats auch hier schwicher als die 
des Nitrits. Das Nitrit wirkte manchmal schon in fiinfmal kleineren 
Gaben als das Nitrat und als die anderen Salze zu wirken pflegen 
(20 mg). Brachte aber das Nitrit (in anderen Fallen) keine Augmenta- 


tionserregung zustande (oft auch nach lOO mg), so war jedoch die 
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Diminutionshemmung gewoéhnlich vorhanden, oft auch = stark aus- 
gepragt (s Abb. 4) 

Ahnlich diesen Salzen wirkte das NaSCN, welches, in ahn- 
lichen Dosen der Tyrodelésung zugefiigt, deutliche A-Erregung und 
D-Hemmung verursachte 

Einen genauen Vergleich der Wirkungsstirke bzw. Schwellenwerts 
gaben dieser Salze haben wir nicht unternommen, da wir uns mit det 
Feststellung des Vorhandenseins von Potentialwirkungen hbegniigten 
Diese Aufgabe ist auBberdem nicht ohne Schwierigkeiten, da die rela- 
tive Empfindlichkeit der Darme 
gegeniiber diesen Salzen etwas 
verschieden zu sein scheint 

Starke, auch maximale 
(voriibergehende) Kontrakturen 
verursachen aber die caleium- 
bindenden Anionen. Von diesen 
untersuchten wir das Citrat, 
Oxalat, Fluorid, Phosphat (se- 
kundar), Carbonat, Hydrocarbo- 
nat, welche wir in Form ihrer 
Na-Salze verabreicht haben. Zu 
diesen reihte sich noch das 
NaOH bzw. das Hydroxylion 
zu, welches im Sinne der Forme! 
von Rona und Takahashi auch 
Ca-fallend wirkt. Schon ein Abb. 5 


plétzliches Steigen des Pu auf (25, September 1925.) Die Nitrat-Kontraktur 
wird durch Steigern der [NaCl] noch erhoéht 





8.2 bis 8.5 hat eine’ voriiber- 
gehende Kontraktur zur Folge 

Von den Salzen wirkt ym starksten das Citrat und das Carbon at 
von denen 10 bis 20 mg auf 75 ccm Tyredelésung schon geniigen, um 
eine eben deutliche Kontraktur zu erzeugen. Vom sekundaren Phosphat 
sind diese Gaben 20 bis 30 mg, vom Oxalat und Fluorid 25 bis 50 mg 
vom Bicarbonat 50 bis 100 mg 

Die Kontrakturhéhe hangt sehr davon ab, in welchem Tempo das 
calciumbindende Anion dem Darm zugefiihrt wird Geschieht dies 
allmahlich, in kleinen Dosen, so ist die Kontraktur minder hoch, oft 
bleibt sie auch ganz aus Besonders hohe Kontrakturen erhalt man 
wenn man die normale Tyredelésung mit der mit dem untersuchten 
Salze versetzten Lésung vertauscht. Dieses Verhalten war zu erwarten 
da wir wissen, da eine Abnahme der Calcitumkonzentration der um 


spilenden Tyrodelésung am Darm eine voriibergehende Kontraktur 
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iuslOst (1) (2) Verursachen Citrat und Oxalat eine Abnahme dez 
Calciumionenkonzentration, so ist schon hierdurch eine erregende 
Wirkung zu erwarten. Geschieht dabei die Fallung (wie bekannt) bzw 
die lonenbindung nicht augenblicklich, sondern in meBbarer Zeit, so 
ist die schwachere Wirksamkeit beim allmahlichen Zufiigen hieraus 
schon verstandlich 

So ergab sich nun die Frage, ob das Citrat- und Oxalation (bzw 
die durch hydrolytische Spaltung vorhandenen Sauren) auch selbst 
eine Wirkung haben, oder aber eine solche nur durch Vermittlung iiber 
das Calcium zustande kommt. Dieser Frage versuchten wir auf zweierlei 


Wegen naher zu kommen 


bi SSSESSESESIVSESSeutcueureseceeveres SietuepemnStesesuruSeuust 


Hl) 
Ml, 


wah, 
Hid) 


i, 
I 
/ i 


} 





Abb. 6 


1. Dezember 1924.) Natriumoxalat wirkt deutlich in Tyrodelésung mit dreifachem 
, 


Mu-«Gehalt (0.03 Proz. MgCl.) Die Abnahme fer [Ca] auf ein , Teil ist aber 


hne Wirkung 


So untersuchten wir erstens die Wirkung in Ca-freier Lésung. Hier 
kann das Oxalat und Citrat keine Abnahme der [Ca] in der Umspiil- 
fliissigkeit zustande bringen, die Wirkung ist daher mit einer von 
Ca-armer Lésung sicher nicht identisch. Unsere Versuche zeigen, dab 
diese Salze auch unter solchen Umstianden deutlich erregend wirken 
Die Kontrakturhoéhe ist auch hier kleiner als in normaler Tyrodelésung, 
aber die verschiedenartigsten Kontrakturerzeuger wirken unter solchen 
Umstinden minder stark Dieser Versuch beweist nur, dab cic 
Wirkung nicht nur durch die umspiilende Lésung zustande kommt. Es 
konnte aber ein Ausfallen des Caleiums an der betreffenden Grenz- 


flache bzw. Zellenoberfliche den Effekt erzeugen. Die Wirksamkeit 














SON 
bei Anwesenheit von Mg schhebt aber auch diesen Wirkunygsmec! 
nismus aus, 

Es wurce bereits by schrieben dals chie subnormale D-W rkung 
des Ca durch Anwesenheit von Mg deutlich geschwacht wird. und in 
0,03 Proz. (wasserfreier) MgCl, enthaltender Tyrodelosung gar nicht 
zustande zu kommen pflegt (1 Wiirde die Oxalat- und Citrat 
wirkung nur auf einer Abnahme der Ca-Konzentration beruhen. so 


diirfte sie. wenn geniigend Mg anwesend. nicht zustande kommen Der 


Versuch zeigt aber, da dies nicht der Fall ist. und an Darmen. wo in 
0.03 proz. MgCl,-Losung die D-Kontraktur von Ca_ vollstandig aus 
bleibt, erge ben cliese Salze deutliche (wennglei h auch schwachere 
Wirkungen Einen solchen Versuch zeigen Abb. 6 und 7 Dieser Um 
stand beweist also, dali die Wirkung 
héchstens nur zum Teil aus Ca- Ma 
D-Wirkung besteht, und dal auch Vj 

ein anderer Faktor im Spiele sein 


mul 


Diese Anionen miissen dahet 
auch eine direkte Wirkung auf die 
Darmmuskulatur ausiiben, und zwar 
Potentialwirkungen. Augmentation 
Erregung. Diminution: Hemmung 
Das Na-lon kann auch hier eine 
Rolle spielen, jedoch ist ihr Einflub 
von untergeordneter Bedeutung. da 
Citrat, Oxalat, und Fluorid auch in 
Konzentrationen wirken, in welchen 
ihr Na-Gehalt noch von keine 
Bedeutung ist (Aquivalente Koch- 
salzmengen haben keine Wir- 
kung.) Die Wirkungen stammen 





daher von der Saure bzw. vom 
Anion. 

Es sei hier noch zum Schlub di Wirkung I Wasserstoffionen 
konzentration erwahnt Nicht nur ein Steigern der Hydroxvlione: 


st wirksam. sondern ein Absinken dieser unter det 


konzentration 
normalen Wert, d.h. ein Steigern der |H Fiigt man der Tyrod 
losung so viel Saure zu. dal sein Py Von 7.6 auf 6.9 fallt, so tritt schon 


ein deutliches vortibergehendes Sinken der Bewe gungsamplituden auf 


Bei weiterem Saurezusatz verschwinden die Bewegungen vollstandig 
War der SaureiiberschuB nicht zu gro. so erscheinen die Bewegunger 


nach einigen Minuten wieder Gibt man sedann dem Darm norn 
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Tyrodelosung, so erscheint eine ausgepragte Diminutionskontraktur 
s, Abb. 8) 

Dal es sich hier um wahre Potentialwirkungen handelt und die 
Saure bei der Restitution nicht durch Alkalien. die aus dem Darm 
herausdiffundieren, neutralisiert wird, beweist schon das Vorhandensein 
der Diminutionskontrak 
AAASAAAAAAAAGAADSASAAAALA LAE AbsEbdddesessaseeder tul Wiirde sich das py 
wieder auf den normalen 
Wert einstellen, so diirfte 
beim Wechsel auf frische 
Tyrodelésung keine Wir- 
kung zustande kommen. 

Wahrscheinlich haupt- 
sichlich durch eine Stei- 
gerung der Wasserstoffzahl 
wirkt die 7' yrodelésung ohne 


Witiis 
"NK ANN a Na-Bicarbonat.. Wird nach 
MAY) 


normalerTyrodelésung dem 


Darm eine solche verab- 





reicht, so bewirkt sie einen 


Abb. 8 
(17. September 1924.) Wirkung der Senkung und starken, jedoch zum Teil 
Steigerung des Py; unter dem normalen Wert voriibergehenden Tonus- 
ry + HCl = mit HC! versetzte Tyrodelosung. p 6.9 " 

, a abfall und Lahmung der 


Spontanbewegungen. Diese 
erscheinen nach 2 bis 4 Minuten wieder, sind aber sehr unregel- 
maBig. Bei Riickkehr zur normalen Tyrodelésung erscheint eine 
ziemlich starke voriibergehende Kontraktur. 

Das py der normalen Tyrodelésung ist 7,7, das der bicarbonatfreien 
7.0. Hieraus geht hervor, daB durch das Sinken des py, die Wirkung 
der bicarbonatfreien Lésung schon verstandlich ist und hierbei eine 
Diminutionswirkung des Bicarbonations nicht angenommen zu werden 
braucht 

Bemerkungen, Folgerungen. 

Aus den beschriebenen Versuchen geht hervor, dab auch Anionen 
lie glatte Muskulatur eines Warmbliiterorgans auffallende Wirkungen 
Teile als Potentialwirkungen an 


aul 
entfalten kénnen und diese zum groBen 
zusehen sind, 

Beim Studium der Anionenwirkungen kénnen bestimmte Neben- 
wirkungen nicht ausgeschlossen werden Eine solche ist die gleichzeitige 
Abnahme der Chlorionkonzentration (welche noch unbekannt ist), ode 
Zunahme der Natriumkonzentration bzw. Sinken der  Calciumionen- 
Die beiden letzteren miiBbten mit dem feststellbaren Eifekt 
Die erwahnten Versuche zeigen aber, daB den fremden 
Darm tiberdies eigene Wirkungen zuzuschreiben 


konzentration. 
gleichsinnig wirken. 
Anionen bzw. Saéuren am 
ind, 
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Man kénnte die Erklarung fiir diese Wirkungen auch darin suchen, 
daB die fremden Salze vielleicht besser permeabel sind und das NaCl os 
motisch nicht vollwertig vertreten kénnen. Die zustandekommenden 
Kontrakturen waren dann durch die relative Hypotonie der AuBenlésung 
verursacht. Diese Erklarung wird aber widerlegt erstens durch die erwahnte 
Tatsache, daB das Zufiigen von NaCl eine Anionenkontraktur noch ver- 
starkt und zweitens dadurch, daB beim Zufiigen der Salze zur normalen 
Tyrodelésung die Wirkungen durchaus alinlich sind wie bei der Substitution 

Bisher wurden am Darm hauptsachlich nur die Wirkungen der ,,calcium- 
hindenden*™ Séuren stucdiert, tiber Wirkungen der anderen Anionen finden 
wir in der Literatur keine Angaben. 

Vom NaBr wurde behauptet [Zondek (3)], daB es das NaCl fiir die 
Frosehherzen vollstandig zu ersetzen vermag. Nach den Untersuchungen 
von Burridge (4) sollte dies jedoch nicht zutreffen, und nach langerer 
Umspiilung wird die Kontraktionshéhe allmahlich kleiner. Nach unseren 
Ergebnissen ist also der Saugerdarm gegeniiber dem Br-Ion viel empfind- 
licher. Auch nach Handovsky (5) wirken Cl und Br am _ Froschherzen 
gleichsinnig. Rhodan und J vergréBern dagegen das Pulsvolumen, das 
Sulfat verkleinert dasselbe. In unseren Versuchen sind keine in qualitativer 
Hinsicht verschiedenartig wirkende Gruppen unterscheidbar, dlnlich den 
Resultaten von T'rendelenburg (6), der diese Anionen an der Bronchial- 
muskulatur des Rindes alle tonussteigernd fand. Die Reihenfolge in der 
Wirkungsstarke war: 

SCN > J>NO,, Br, Cl. 


Nach Prochnow (17) sind die fremden Anionen an der Carotis und 
Uterus ebenso tonussteigernd, und zwar nach der Reihe: F J > Bs 

Mehr ausgearbeitet ist die Pharmakologie des Citrats, Oxalats, Carbonats 
und Phosphats. Intravenés verabreicht, rufen NaHCO, (7) (8), Na-Citrat, 
Na-Oxalat, Na-Tartrat (9) am Darme kraftige Bewegungen hervor. 

Salant und Kleitman (10) (11) sind der Ansicht, da®B die darmerregende 
Wirkung dieser Salze nicht allein von der Caleiumfallung herriihrt, da die 
Wirksamkeit nicht von der Léslichkeit des Calciumsalzes abhangig ist. 
Dieser Beweis ist aber zur Unterstiitzung dieser Behauptung nicht voll- 
wertig, da behauptet wird, daB durch Citrat usw. die Calciumionenkonzen- 
tration der Lésung (wahrscheinlich durch Bildung komplexer lonen) stark 
herabgedriickt wird (12). Die Herzversuche von Salant and Hecht (13)sprechen 
zwar gegen eine solche [onenabnahme. Auf ein Vorhandensein einer spe- 
zifischen Anionenwirkung von Na-Oxalat schlieBen auch Fréhlich und Gussen 
bauer auf Grund von Untersuchungen des Herzelektrokardiogrammes (14). 

EB. Starkenstein (15) beschrieb zuerst die erregende Wirkung calcium- 
fallender Salze am isolierten Diinndarm. Da die Magnesiumsalze die 
Caleiumfillung im gewissen Grade hemmen und das lésliche Mg-Oxalat 
und Mg-Metaphosphat am Darme wirkungslos sind, glaubt er damit die 
eigentliche Unwirksamkeit der Anionen bewiesen zu haben. Wir glauben 
aber, da®B dieser SchluB nicht berechtigt ist, da das Mg-Ion am Darm 
stark hemmend wirkt und wahrscheinlich diese die Oxalat- und Phosphat- 
erregung hemmt. Der Versuch beweist eben die spezifische Wirksamkeit 
dieser Anionen, da ohne diese die Wirkung des Magnesiums gelten sollte. 

Die erregende Wirkung mancher anderen organischen Sjuren, wie 
Essiqsdure, Brenztraubensdure usw., ist auch oft von voriibergehende 
Natur, wie dies in einem fritheren Aufsatz bereits erwalnt wurde (16). Es 
kénnten also Potentialwirkungen auch bei diesen im Spiele sein 
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Zusammenfassung. 

Am isolierten Kaninchendtinndarm wirken die Anionen Br, J, SO, 
NOs. NOs. SCN. F, Citrat. Oxalat. HCO,, CO, und HPO, als 
Na-Salze in qualitativ gleicher Richtung, beim Zufiigen bzw. bei 
Steigerung threr Konzentration voriibergehend erregend, bei der Ab- 
nahme ihrer Konzentration (voriibergehend) lahmend 

VerhaltnismaBig am besten ist das NaCl durch NaNO, und NaNO, 
ersetzbar (manchmal auch vollig): bei OU proz. oder vollstandiger Sub- 
stitution des Kochsalzes der Tyrodelésung mit Na Br, Na J und Na, SO, 
verschwinden die Spontanbewegungen fast vollstandig, vom Fluorid 
und = calciumfiallenden Salzen schon durch viel kleinere Gaben 
(manente Wirkungen). 

Die Veranderung der Chlorionen- bzw. Natriumionenkonzentration 
kann die Wirkungen dieser Salze nicht erklaren und es mu eine 
spezifische Anionenwirkung angenommen werden. 

Auch eine Abnahme des Ca (durch Oxalat, Citrat usw.) erklart 
die Wirkungen dieser Salze nicht vollstandig, da diese auch in Lésung 
mit hohem Mg-Gehalt zustande kommen, wo die Wirkungen des 
Ca vermibt werden. Sie wirken auch in calciumfreier Lésung erregend. 

Die Veranderungen des Bicarbonatgehalts bzw. der Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung kénnen am Darm auch _ Potential- 


wirkungen erzeugen. 
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1) L. Jendrassik, diese Zeitschr. 148, 116, 1924. ”) L. Jendrassik 
und BE. Annau. ebendaselbst 163, 207, 1925. 3) S. G. Zondek. ebendaselbst 
821, 87, 1921. 4) W. Burridge, Arch. int. de Pharm. 26, 19, 1921. 


5) H. Handovsky, Ptliigers Arch. 1%8, 56, 1923. 6) P. Trendelenburg, Arch. 


f. exper. Pathoi. u. Pharm. 69, 79, 1912; L. Prochnov, Arch. int. Pharm. 


21, 287, 1911. 7) King und Jas, Amer. Journ. of Physiol. 62, 459, 1922. 

8) Neukirch und Rona, P. A. 148, 275, 1912; Enriquez und Mitarbeiter, 
Bull. gen. Therap. 162, 1914. 9) Salant und Kleitman, Journ. of 
Pharm. 21, 3, 1923. 10) Dieselben, ebendaselbst 20, 481, 1923. 11) Dee 
selben, Amer. Journ, of Physiol. 65. 12) J. R. Katz, Akad. Wet. Amster- 
dam 82, 568, 1923. 13) Salant und Hecht, Proc. Soc. exper. Biol. 2, 
179, 1914. 14) Frohlich und Gussenbauer, Arch. f. exper. Pathol. u 
Pharm. 97, 1923 15) EF. Starkenstein, ebendaselbst 77, 45, 1914. -— 


16) L.Jendrassik und #1. Tangl, diese Zeitschr. 169, 337, 1925. 
17 Bb. Prochnon, Arch. intern Pharm. 21. 287, 1911 














Beitrag zum Chemismus der Inaktivierung des Pepsins 
durch Wirme. 


Von 
Lilli Kraus. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt .,.Rudolt-Stiftung 


in Wien.) 


( Eingeqanagen am 24. Februar 1926.) 


Gegeniiber den zahlreichen Studien, die sich mit der chemischen 
Mechanik der Pepsinwirkung befassen, erscheint die chemische Natur 
des Erléschens dieser Wirkung nach relativ geringer Erhitzung wenig 
studiert. Eine Erhitzung einer stark wirksamen Pepsinlésung auf 
wenige Grade tiber das Temperaturoptimum der Wirkung vernichtet 
die gesamte Wirksamkeit, und es erscheint dies um so auffalliger, als 
ja trockenes Pepsin ohne Schadigung seiner Wirkung auf 100° erwarmt 
werden kann. Bei der geringen Zahl chemischer Méglichkeiten, die 
bei dieser geringfiigigen Erwarmung stattfinden kénnen, lenkt dieser 
Gegensatz zwischen trockener und feuchter Erwarmung zuniachst die 
Aufmerksamkeit darauf, ob nicht eine Wasseraufnahme oder eine Wasser- 
abgabe stattfindet. 

In erster Linie waren wir bestrebt, einige Eigenschaften des aktiven 
und inaktiven Pepsins zu studieren, tiber die noch relativ wenig be- 
richtet wurde. Interessiert haben uns vor allem die Verhaltnisse der 
Aciditat, Veranderung der Sauremenge, Wasserstoffionenkonzentration, 
des nach Sdérensen titrierbaren N, der Leitfahigkeit, der Refraktion 
sowie der Gefrierpunktserniedrigung. 

Als Material haben wir, um nicht von der Darstellungsweise ein- 
seitig beeinfluBte Resultate zu erhalten, einerseits amerikanisches 
Pepsin, andererseits ein Praparat verwendet, welches nach der Methode 
von Hammarsten dargestellt wurde. Bei der Darstellung des letzteren 
wurde genau nach der von obigem Autor angegebenen Methode ge- 
arbeitet (Zeitschr. f. phys. Chem. 108, 1919). Die vom Pylorusteil 


getrennte Magenschleimhaut vom Schwein wurde zerhackt, 3 Tage 
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mit 0.2 proz. HCl in der Kaite stehengelassen, koliert und mehrmals 
durch ein Filter filtriert. Das Filtrat wurde durch Halbsiittigung mit 
chemisch reinem NaCl gefallt, die rasch ausfallende Substanz nach 
einiger Zeit filtriert. Der zwischen Filtrierpapier ausgepreBte Nieder- 
schlag wurde in der Kalte in 0,2 proz. HCI gelést, die Fallung mit NaCl 
wiederholt, der Niederschlag wie oben behandelt, abermals in 0,2 proz. 
HCl gelést und mit NaCl ausgefallt. Dieser letzte Niederschlag wurde 
nach starkem Abpressen in 0,2 proz. HCI gelést und gegen HCl von der- 
selben Konzentration dialysiert. Bei einer zweiten Darstellung wurde 
ebenso verfahren, nur wurde die Dialyse nicht gegen 0,2 proz. HCl, sondern 
gegen destilliertes Wasser vorgenommen. Das Endprodukt der ersten 
Darstellung war eine kraftig wirkende Pepsinlésung, das der zweiten 
Darstellung eine gallertahnliche Masse. Diese letztere wurde abgepreBt 
und im Exsikkator getrocknet. Auf diese Weise erhielten wir als 
Maximalausbeute aus je 480g Ausgangsmaterial 0,9g trockene, ge- 
reinigte Substanz, welche wir im folgenden als ,,Hammarsten fest‘ 
bezeichnen, wahrend wir obige HCl-Lésung als ,,Hammarsten Lésung*‘ 
bezeichnen. Die Wirksamkeit des Praparats wurde durch Verdauungs- 
versuche nach Gross (J. Wohlgemuth, Grundrib der Fermentmethoden, 
§$. 135) untersucht. In der Verdauungsreihe zeigten die Lésungen in 
den Eprouvetten nach dem Ansatz mit Na-Acetat bis zur achten 
Eprouvette -keine Tritbung. Nach der Methode von Meét (J. Wohl- 
gemuth, Grundrif’ der Fermentmethoden, 8. 135) fanden wir fiir die 
Konzentration 1 : 20000 eine Verdauungskraft von 6 mm in 24 Stunden. 

Die Inaktivierung des Materials wurde im Prinzip so durchgefiihrt, 
dab eine eingewogene Menge (bei Hammarsten Lésung ein bestimmtes 
Volumen) amerikanischen Pepsins bzw. ,,Hammarsten fest“ in 150 cem 
0,2 proz. HCl gelést wurde. Die eine Halfte wurde in einem mit Glas- 
stipsel luftdicht verschlieBbaren Kolben 1 Stunde hindurch auf 68°C 
erwirmt und hierauf auf Zimmertemperatur abgekihlt. Durch einen 
Verdauungsversuch wurde ermittelt, daB die so behandelte Lésung ihre 
proteolytische Wirksamkeit voéllig eingebiBt hatte. Die zweite Halfte 
diente dann immer zum Vergleich. Die beiden festen Praparate, namlich 
das amerikanische Pepsin, sowie ,,Hammarsten fest“ wurden auberdem 
auch unter Einhaltung der oben angegebenen Bedingungen in neutraler, 
also HCl-freier Lésung inaktiviert. 

Als erstes untersuchten wir sowohl im amerikanischen als auch 
in den beiden iibrigen Praparaten die Sauremenge vor und nach der 
Inaktivierung und gleichzeitig die H-lonenkonzentration nach der 
Methode von Michaelis (L. Michaelis, Deutsch. med. Wochenschr. 29, 
4. 1921; Michaelis und Fr. Miiller, ebendaselbst 8, 22). Die Lésungen 
wurden in der oben angegebenen Weise hergestellt, und wir fanden in 
der HCl-Lésung des amerikanischen Pepsins bei der Titration von 
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je 5cem im aktiven Praparat als Mittelwert 19,22 ccm n/100 KOH, 
im inaktiven 18,23 cem n/100 KOH. Der pg-Exponent im aktiven 
Pepsin betrug 1,03, im inaktiven 1,32. Beim Praparat ,,Hammarsten 
fest** gingen wir auch wie oben vor und fanden bei der Titration als 
Mittelwert von fiinf Bestimmungen im aktiven 19,31, im inaktiven 
18,33 cem n/100 KOH. Als py-Exponent ergab sich fiir das aktive 1,22 
fiir das inaktive 1,53. Im Praparat ,,Hammarsten fliissig“ fanden wit 
als Mittelwert 17,06 gegen 16,04 ccm n/100 KOH im inaktiven; der 
Pu-Exponent betrug 1,02 gegen 1,37. Weitere Bestimmungen nahmen 
wir in HCl-freier Pepsinlésung vor, wobei wir feststellten, daB sowohl 
die aktive wie die inaktive Lésung des amerikanischen Pepsins und 
des Priiparats ,,Hammarsten fest‘‘ gegen Rosolsiure sauer reagierten. 
Wir fanden als Mittelwert von vier Bestimmungen im amerikanischen 
Pepsin beim aktiven Anteil 1,24, beim inaktiven 1,45 cem n/ 100 KOH; 
der py-Exponent war im aktiven 1 . 10~*, im inaktiven 1 . 10-5? . Beim 
Priparat ,,Hammarsten fest“ fanden wir bei der Titration 1,32 cem 
n/100 KOH beim aktiven, gegen 1,57 com n/100 KOH im inaktiven. 
Der py-Wert war im aktiven 1. 10~*, im inaktiven)1 . 10° *?. 

Um eine eventuelle Verainderung des Gehalts an endstindigen 
NH,-Gruppen festzustellen, bedienten wir uns der Methode von 
Sérensen (Enzymstudien, diese Zeitschr. 7, 45, 1908), doch verwendeten 
wir nicht n/5 Lésungen, da wir damit fast keine meBbaren Unterschiede 
erreicht hatten, sondern n/100 Lésung. Zu diesem Zwecke unterzogen 
wir alle unsere Priiparate sowie auch das amerikanische Pepsin dieser 
Untersuchung. Es wurde wieder eine Lésung mit einem H(Cl-Gehalt 
von 0,2 Proz. hergestellt, von der ein Teil inaktiviert wurde. Wir 
titrierten stets je 5cem der aktiven sowie der inaktiven Lésung und 
fanden beim amerikanischen Pepsin als Mittelwert von fiinf Bestim- 
mungen im aktiven Anteil 19,54 ccm n/100 KOH, im inaktiven 18,57cem 
n/100 KOH, woraus sich eine Differenz von 0,97 ccm ergab. Beim 
Priparat ,,Hammarsten fest fanden wir im aktiven Pepsin als Mittel- 
wert von fiinf Bestimmungen 19,85 ccm, im inaktiven 18,99 ccm, also 
eine Differenz von 0,86 cem n/100 KOH. Im Praparat ,,Hammarsten 
fliissig’’ ergaben wieder fiinf Bestimmungen im aktiven Teile einen 
Mittelwert von 17,06cem, im inaktiven 16,04ccm, demnach eine 
Differenz von 1,02 cem n/100 KOH. Wir untersuchten vom amerikani- 
schen Pepsin und vom Praparat ,,Hammarsten fest“ auch siurefreie 
Proben und fanden als Mittelwert von je vier Bestimmungen im 
amerikanischen aktiven Pepsin 1,78 ccm, im inaktiven 1,96, aber eine 
Differenz von 0,18 cem n/100 KOH. Im Praparat ,,Hammarsten fest’ 
ergab sich als Mittelwert von vier Bestimmungen beim aktiven 1,84 cem, 
beim inaktiven 2,02cem, aber wieder eine Differenz von 0,20 ccm 
n/100 KOH. 
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AnschlieBend daran fiihrten wir in derselben Reihenfolge wie bisher 
die Bestimmungen der Leitfihigkeit aus und fanden durchweg eine 
Abnahme derselben in den inaktiven Priaparaten, sowohl in HC! als 
auch in neutraler Lésung. 

Wir haben auch die Refraktometerwerte einer Untersuchung 
unterzogen und fanden, daB die bei der Bestimmung derselben sich 
ergebenden Wertdifferenzen wohl innerhalb der Fehlergrenzen liegen. 

Die gleichen SchluBfolgerungen haben sich auch aus den nach- 
folgenden Bestimmungen ergeben. 

Die Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung ergab durchweg 
fiir das aktive Praparat héhere Werte als fiir das inaktive. Wir geben 
hier fiir die gefundenen Werte die tabellarische Ubersicht: 








Wasser geldst HCI 0.2 Proz. gelést 
aktiv inaktiv aktiv inaktiv 
l. +- 0,045° + 0,038° — 0,124° — 0,204° 
+ 0,040 + 0,032 — 0,122 — 0,202 
+ 0,045 + 0,036 — 0,124 — 0,202 
H,O : + 0,126° H,O : + 0,124° 
2. + 0,040° +- 0,030° — 0,120° — 0,202° 
+ 0,038 + 0,030 —0118 — 0,200 
+ 0,040 + 0,032 — 0,120 — 0,200 
H, O : + 0,1229 H,O : + 0,124° 
aktiv inaktiv 
3. —0,114° | —0202° 
— 0,100 — 0,200 
— 0,100 — 0,200 


H,O : + 0,126° 


Die Differenzen in der Oberflichenspannung der aktiven und inaktiven 
Praparate ermittelten wir durch Tropfenbestimmung (Ostwald-Luther 262) 
und fanden: 





Aktiv Inaktiv Aktiv Inaktiv Aktiv Inaktiv 

:. 55 59 57 67 56 61 
55,75 59.5 57 66 55 61 
55.5 59 56.5 67 56 6] 

2. 58 63 63.5 69,5 54.5 59 
57 63 63,5 69 54 60 
57 63 64 69 54 59 

3. 56 61 58 62 57 61 
56,5 61 58 62,5 | 57,75 61,5 


56 61 56 62 57,5 61 
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Die Bestimmung des Trockengewichts der aktiven sowie der 
inaktiven Substanz ergab: 


1. Amerikanisches Pepsin. 





Aktiv | Inaktiv Differenz 
0,1920 0.2132 0,0212 
0.1501 0.1652 0,0150 


2. Hammarsten fest. 





Aktiv Inaktiv Differenz 
0,1376 0.1515 0.0139 
0.146: 0.1604 0.0141 


3. Hammarsten Lésung. 





Aktiv Inaktiv Differenz 
0.2368 0.2624 0.0256 
0,1202 0,1332 0.0130 


Die angefiihrten Untersuchungsmethoden lieBen keine unmittel- 
baren Schliisse beziiglich der médglichen Wasseraufnahme bzw. der 
Wasserabspaltung zu. Um diese Frage eindeutiger zu entscheiden, 
bedienten wir uns ferner folgender Untersuchungsmethoden: 


Wir bestimmten die elementare Zusammensetzung des aktiven und 
inaktiven Pepsins und fanden: 


1. Amerikanisches Pepsin. 


C = 38,23 Proz., H = 7,08 Proz., inaktiv: C 38,10 Proz., H = 7,18 Proz. 


2. Hammarsten fest. 


C = 39,64 Proz., H = 8.04 Proz., inaktiv: C = 39,51 Proz., H = 8,17 Proz. 


3. Hammarsten Lésung. 


C = 39,67 Proz., H = 8,11 Proz., inaktiv: C 39,10 Proz., H 8,47 Proz. 


Die Ergebnisse der Trockengewichstbestimmung zeigen eine Zu- 
nahme des Gewichts in der inaktiven Substanz. Die Ergebnisse der 
Mikroverbrennung ergaben, daB der Gehalt an H, bezogen auf die 
Gesamtmenge der Substanz im inaktiven Pepsin héher, der Gehalt an C 
niedriger ist als im aktiven Pepsin. Wenn diese Zunahme des H der 
Abnahme des C nicht vollstandig entspricht, so mag in dieser Beziehung, 
da ja eine Reihe von anderen Analysen dieselben Resultate ergeben 

21* 
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haben und somit an der Richtigkeit derselben nicht zu zweifeln ist, zu er- 
wiigen sein, daB bei der unvermeidlichen Anwesenheit anorganischer 
Bestandteile sich beim Inaktivierungsvorgang Veranderungen voll- 
ziehen, welche bewirken, daB bei der Veraschung eine Differenz zu- 
gunsten des C des inaktivierten Priaparats entsteht. 

Zur weiteren Festigung dieses Ergebnisses, das an einen Eintritt 
von Elementen des Wassers denken lieB, haben wir versucht, den 
Hydroxylgehalt auf dem Wege der Benzoylierung zu bestimmen. 

Im folgenden fiihren wir die Resultate der Benzoylierung an und 
schicken die Beschreibung der Methode der Benzoylierung voraus. 
Wir bedienten uns im allgemeinen der von Blum und Umbach (Zeitschr. 
f. phys. Chem. 88, Zur Benzoylierung von EiweiBkérpern) gegebenen 
Na-Hydrocarbonatmethode und gingen dabei folgendermafen vor: 
Die Pepsinlésung wurde mit Na-Hydrocarbonat, hierauf mit Benzoyl- 
chlorid in einem gegebenen Verhaltnis versetzt, welches eine bestandige 
alkalische Reaktion des Gemisches gewahrleistete hierauf wurde 
3 Stunden geschiittelt, absetzen gelassen, dekantiert, der weibe kérnige 
Riickstand mit Wasser aufgeschlemmt und durch Dekantieren von der 
groBen Menge der wasserléslichen Beimengungen getrennt. Dieses 
Waschen wurde fortgesetzt, bis in der Waschfliissigkeit weder mit 
AgNO,, noch mit BaCl, eine Reaktion eintrat, dann wurde mit Essig- 
siure, hierauf mit verdiinnter Schwefelsiure, mit einer Liésung von 
NaHCO, und endlich wieder mit CH,COOH gewaschen und mit 
Lignin extrahiert (Meyer, Analyse und Konstitutionsvermittlung 
organischer Verbindungen, 8. 521). Die eingetretene Benzoylmenge 
wurde durch Verseifen des erhaltenen Produkts mit alkoholischer 
KOH abgespalten, hierauf wurde H,PO, zugesetzt und die freie 
C,H, .COOH durch Wasserdampfdestillation isoliert und titrimetrisch 
gegen Rosolsiure bestimmt. 

Amerikanisches Pepsin: Z = 0,1975 g, gelést in 100 ccm, versetzt 
mit 5g NaHCO, und allmahlich etwa 2g Benzoylchlorid unter fort- 
wihrendem Schiitteln eingetragen. Die weitere Behandlung erfolgte 
wie oben angefiihrt; nach der Extraktion mit Ligroin fanden wir 
0,21714g Substanz. Die im Wasserdampfdestillat befindliche Menge 
Benzoesaure entsprach 3,51 ccm n/10 KOH, das ist 0,035 46 g Benzoyl; 
bezogen auf die durch Ligroin extrahierte Menge Substanz also 
16,33 Proz.; im inaktiven amerikanischen Pepsin: E = 0,2008 g fanden 
wir die durch Ligroin extrahierte Substanz zu 0,23957¢, bei der 
Titration des Wasserdampfdestillats verbrauchten wir 5,43 ccm n/10 
KOH, woraus sich das eintretende Benzoy! mit 0,05484 g errechnete, 
das ist in Prozenten der verseiften Substanz 22,89 Proz. Die Unter- 
suchungen der Benzoylprodukte des aktiven und inaktiven Praparats 
»Hammarsten fest“ ergaben fiir das aktive 17,29 Proz., fiir das in- 
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aktive 24,59 Proz. eingetretenes Benzoyl. Beim Praparat ,,Hammarsten 
Lésung’ fanden wir fiir das aktive 16,89 Proz., fiir das inaktive 
23,03 Proz. In allen Fdllen fanden wir also eine Zunahme der benzoylier- 
baren Gruppen in der inaktiven Substanz. 

So konnten wir also als endgiiltiges Ergebnis unserer Unter- 
suchungen einerseits eine Zunahme des Trockengewichts, andererseits 
bei der Elementaranalyse eine Zunahme des H, endlich bei der Benzoy- 
lierung eine Vermehrung der OH-Gruppen feststellen, wodurch die 
Annahme einer Wasseraufnahme gerechtfertigt erscheint. 











Zur Kenntnis der Katalase 
und ihrer Beziehung zu biologischen Oxydationen. 


Zweite Mitteilung tiber Leberkatalase '). 
Von 
Samuel Hennichs. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. Mdrz 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I, Einleitung. 

Obwohl ein reichhaltiges Versuchsmaterial gezeigt hat®), daB der 
Katalasegehalt eines Organs nicht als MaB der Stoffwechselintensitat 
des betreffenden Organs angesehen werden darf, und wenn auch die 
Veranderungen, die der Katalasegehalt unter wechselnden physiolo- 
gischen Bedingungen erfahrt, z. B. mit dem Sauerstoffverbrauch, nicht 
parallel gehen, und wenn man ferner dem Enzym irgendeine oxydative 
Aufgabe nicht zuschreiben kann, so unterliegt es doch keinem Zweifel, 
daB das Enzym Katalase in genetischem Zusammenhang mit den 
Oxydationsprozessen im Kérper steht. 

Sergius Morqulis wie auch Thunberg*) und Ahlgren*) schlieBen sich der 
Wielandschen*) Oxydationstheorie an, nach welcher alle Oxydationen 
durch Wasserstoffabsonderungen von den vorhandenen Stoffen zustande 
kommen. Dieser Wasserstoff wird nachher durch einen geeigneten Akzeptor 
oxydiert. Es liegen zahlreiche Beispiele dafiir vor, daB im Falle der 
Akzeptor aus molekularem Sauerstoff besteht, das Wasserstoffperoxyd 
als ‘Nebenprodukt *bei der Reaktron auBerhalb des Organismus auftritt. 
Dieses soll nach Wieland auch bei Oxydationsprozessen im Kérper 
der Fall sein, und die Aufgabe der Katalase ware deshalb, eine An- 
haufung dieses Stoffes in Mengen, die fiir das Organ schadlich sind, zu 
verhindern. Hierdurch kénnten ja auch die Oxydationsreaktionen be- 
schleunigt werden. 

Diese Theorie stammt von Loew, waihrend Wieland durch seine De- 
hydrierungsversuche ein anschauliches Bild von der Entstehungsweise 
des Wasserstoffperoxyds gegeben hat. Betreffs des Schadlichkeits- 
grades von H,0O, fiir das lebende, organische Gewebe waren die Meinungen 
sehr geteilt. 


1) Erste Mitteilung siehe diese Zeitschr. 145, 286, 1924. 

*) Sergius Morgulis, Physiologische Bedeutung der Katalase. Ergebn. 
d. Physiol. 28, 357, 1924. 

3) Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 35, 163, 1917/18. 

*) @. Ahlgren, ebendaselbst 47, suppl., 1925. 

5) Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 484; 46, 3327; 47, 2085; 
54, 2353; 55, 3639; Liebigs Ann. 481, 301; 484, 185; 486, 229, 489, 196; 
445, 181; Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 
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Otto Warburg hat in den letzten Jahren durch eine Serie von Ab- 
handlungen hauptsachlich in dieser Zeitschrift') eine andere Theorie iiber 
die biochemische Oxydation vertreten, die das Eisen im Verein mit or- 
ganischer Substanz zum Katalysator fiir die Oxydationsprozesse macht. 
Hierbei stiitzt sich Warburg auf eine groBe Reihe von Untersuchungen. 

Es war bereits gegliickt, molekularen Sauerstoff auBerhalb des Or- 
ganismus zu aktivieren und damit Stoffe zu oxydieren, die nicht auto- 
oxydabel sind. Freundlich und Masius oxydierten, mit dem Sauerstoff 
der Luft und Kohle als Aktivator, Oxalsiiure zu Kohlensaéure. Dasselbe 
Resultat erhielten Freundlich und Bjercke mit Phenylthioharnstoff. 

Warburg selbst hat zum Teil mit Mitarbeitern die Oxydation des 
EiweiBstoffes Cystin mit Sauerstoff und Mercks ,,Tierblutkohle“ als 
Katalysator besonders eingehend studiert. Die Produkte bei dieser Reaktion 
erwiesen sich als dieselben wie bei der entsprechenden Reaktion in lebendem, 
organischem Gewebe, niamlich: Kohlenséiure, Wasser, Ammoniak und 
Schwefelséure. Ahnliche Versuche mit Tyrosin und Leucin fielen positiv 
aus, mit Zucker, Fettsauren, Milchsiure und Apfelsiéure dagegen negativ. 

Die reagierenden Stoffe wurden bei diesen Reaktionen durch Adsorption 
an Kohle aktiviert, was durch Vergiftungsversuche bewiesen wurde; von 
ausschlaggebender Bedeutung fiir die Oxydationsaktivitaét einer Kohlenart 
erwies sich jedoch deren Eisengehalt, obschon irgendeine Proportionalitat 
zwischen diesen GréBen kaum zu spiiren ist. 

Warburg nimmt an, daB die schweren Metalle, besonders Eisen, nach 
gewissen Zentren in der Kohle orientiert sind, wo auch die Oxydation vor 
sich geht. Dies kann die Erklarung dafiir sein, daB HCN eine Giftwirkung 
hat, die tausendmal gréGer ist als die, welche nur dure h Adsorptionsver- 
drangung bewirkt wird. 

Warburq erblickt in diesen vorher referierten Wenmnien Beispiele 
dafiir, wie sich die Oxydation im Ké6rper vollzieht. Im Hinblick auf die 
Tatsache, daB Eisen fiir das Leben der Zelle notwendig ist, zeigt er experi- 
mentell, da8 Eisen in lebenden Zellen und in Blutkohle einen Sauerstoff- 
verbrauch in gleicher GréBenordnung pro Gewicht und Zeiteinheit bewirkt. 
In volliger Analogie erhéht sich die Atmung der Zellen durch Zusatz von 
Eisen, und HCN ist ein spezifisches Gift fiir dieselbe. Das Eisen muB sich 
jedoch in organischer Verbindung befinden. 

Warburg behauptet sogar, daB sich simtliche Reaktionen, die in besonders 
hohem Grade durch HCN vergiftet werden, auch durch Eisenverbindungen 
katalysieren lassen. Er meint, da8 die Verbrennung im Kérper an der Grenz- 
schicht zwischen dem fliissigen Zellinhalt und den festen Strukturteilen statt- 
findet. Die Aktivierung geschieht somit auch hier durch Adsorption. 

Betreffs der Oxydation der Kohlehydrate findet Warburg Fructose 
als autoxydabel in Phosphatlésung mit vorhandenen Eisenspuren. 

Fiir die Oxydation des Fettes erwies sich Eisen nach Warburg be- 
sonders aktiv, da dasselbe mit einer Sulfhydrylgruppe verbunden ist. 

Warburg *) wird deshalb, solange wir Atmung und Oxydationserscheinung 
im Kérper als identisch mit einander betrachten, im Atmungsenzym ,,die 


1) Warburg, Festschrift Kaiser Wilhelm-Ges. 224, 1921: diese 
Zeitschr. 118, 257, 1921; 119, 134, 1921; Pfliigers Arch. 200, 203, 1923; 
diese Zeitschr. 186, 266, 1923; 142, 51, 191, 479, 1924; 146, 380, 1924; 
142, 317 und 518, 1923; S. Sakuma, ebendaselbst 142, 68, 1923. Minami, 
ebendaselbst 142, 334, 1923: Negelein, ebendaselbst 142, 493, 1923. 

*) Diese Zeitschr. 152, 494, 1924. 
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Summe aller katalytisch wirksamen Eisenverbindungen ,,erblicken‘, die 
in der Zelle vorkommen. Rechnen wir der Atmung Vorgiénge hinzu, in 
denen, wie in der Reaktion zwischen Fructose und Phosphat, besondere 
Affinitéten zum Eisen erst entstehen, so ist auch die Phosphorsdure ein 
Bestandteil des Atmungsferments und mit ihr alle Stoffe, die durch 
Spaltungen oder Kondensationen Bindungsméglichkeiten fiir das Eisen 
schaffen. Ob wir nun den Begriff der Atmung eng oder weit fassen, immer 
wird das Eisen als der sauerstoffiibertragende Bestandteil des Atmungs- 
ferments seine zentrale Stellung behalten, denn die Oxydation ist der- 
jenige Vorgang, durch den sich die Atmung von anderen Fermentreak- 
tionen unterscheidet und in der sich der Sinn der Atmung, die Gewinnung 
von Energie, erfiillt.** 

Obschon das Verbrennungsproblem durch diese Warburgschen Versuche 
von einer neuen Seite beleuchtet wurde, diirfte es doch fraglich sein, in 
denselben Beispiele fiir die Atmung im Organismus zu erblicken. 

Erstens hat die Verbrennung von EiweiBstoffen eine untergeordnete 
Bedeutung im Verhaltnis zu der Verbrennung von Fett und Koble- 
hydraten. Zweitens werden die vorhandenen Stoffe sicher nicht mit 
ihren ungespaltenen Molekiilen verbrannt, sondern dieselben erleiden zu- 
naichst eine Reihe von Verwandlungen und Spaltungen, ehe sie endlich 
ausoxydiert werden. 

Da Warburg gegen Wieland anfiihrt, daB letzterer einseitig mit der 
Aktivierung des Wasserstoffs rechnet, kénnte man dasselbe gegen ihn an- 
fiihren, obwohl es sich hier um die Aktivierung des Sauerstoffs handelt*). 
Die Frage, welcher von beiden Stoffen aktiviert werden kann, wird sich 
experimentell schwer entscheiden lassen. 

Fiir Warburgs Theorie spricht unzweifelhaft der Umstand, daB die 
Oxydation von Bernsteinséure mit molekularem Sauerstoff durch Blausaure 
vergiftet wird, jedoch nicht die entsprechende Oxydation mit Methylen- 
blau. Die Warburgsche Theorie fordert andererseits, daB ein oxydativer 
Stoffwechsel, der durch eine Eisenverbindung katalysiert wird, durch 
eine Blausiuremenge, die im Verhaltnis zur Eisenmenge steht, vergiftet 
wird. Hiergegen liegen jedoch negative Beweise vor. So findet z. B. 
Robinson *), daB bei der Oxydation von Leinél mit Haimoglobin, Methimo- 
globin und Hamin die der Eisenmenge aquivalente Menge Blauséure nicht 
vergiftend wirkt. Ferner finden Dixon und Thurlow*), daB die Oxydation 
von Xanthin keine Eisenkatalyse ist und nicht von m/100 HCN beeinfluBt 
wird. 

Sergius Morgulis sucht dann einen Mittelweg zwischen diesen beiden 
Theorien, wenn auch Warburg eine solche Méglichkeit bezweifelt. Er schlagt 
deshalb folgenden Kompromi8 vor: ,,Fe“ ist ,,der notwendige Katalysator 
fiir die biologische Oxydation, wo der Sauerstoff wie der H-Akzeptor 
wirkt und Wasserstoffsuperoxyd bildet“. 


Das Ziel der vorliegenden, auf Veranlassung von Herrn Professor 
von Euler angestellten Untersuchung war, an derjenigen Komponente 


1) Die Aktivierung der Aminosaéuren wird wohl bei der Adsorption 
zur Kohle von der dadurch bewirkten Konzentrationserhéhung hervor- 
gerufen. 

2) Robinson, Biochem. Journ. 18, 255, 1924. 

*) Dixon und Thurlow, ebendaselbst 19, 672, 1925. 
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des Oxydo-Reduktionssystems der Zellen, welche durch die katalytische 
Wirkung auf Hydroperoxyd gekennzeichnet ist, also an der sogenannten 
Katalase, Zusammenhidnge zwischen Wirksamkeit und FEisengehalt auf- 
zusuchen. 

Die notwendige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Bearbeitung 
des angedeuteten Problems ist natiirlich eine méglichst weitgehende 
Befreiung der katalasehaltigen Extrakte voninaktiven Verunreinigungen, 
und deswegen muBten meine friiheren Reinigungsarbeiten fortgesetzt 
und die Methoden erginzt werden. Im folgenden Kapitel sind meine 
diesbeziiglichen Ergebnisse zusammengestellt. 

Die hochaktiven Katalasepraparate, die als Erstresultate dieser 
Arbeit erhalten wurden, sind in erster Hand natiirlich auf ihren Eisen- 
gehalt untersucht worden. Nachdem auf dieser Basis die Frage des 
Eisens als einziger aktiver Gruppe des Enzyms etwas besprochen 
worden ist, soll in Kapitel IV die Inaktivierung der Katalase durch 
Blausdure behandelt werden. Warburg kommt zu dem SchluB, ,,dab 
die Wirkung der Blausaure auf die lebendige Substanz in nichts anderem 
besteht als in der Bindung katalytisch wirksamen Eisens zu einer 
katalytisch unwirksamen Eisen-Blausiureverbindung“. 

Wie ich einleitend hervorheben will, fille ich auf Grund meiner 
Versuche keine Entscheidung dariiber, ob und in welchem Grade die 
Warburgschen Schliisse tiber die Atmung als Eisenkatalyse und als 
Oberflachenverbrennung allgemein zutreffen, ich glaube aber wohl, 
daB meine Untersuchungen zur Priazisierung der Fragestellung auf 
diesem vielbesprochenen Gebiet der Biochemie beitragen kénnen. 

Zum SchluB habe ich nach Orientierung iiber die Verhaltnisse bei 
der Oxydation von Aminosiuren durch organische Kohle die beiden 
Theorien fiir den Oxydationsmechanismus teilweise auf Grund meiner 
eigenen Ergebnisse besprochen. 


II. Reindarstellung des Enzyms mit Leber als Ausgangsmaterial. 


1. Friihere Untersuchungen. 


AuBer Madinaveitia, auf welchen ich in meiner oben genannten Ab- 
handlung') Bezug nahm, ist mir kein Forscher bekannt, der sich der 
modernen, von Wéillstdtter in die Enzymchemie eingefiihrten und allgemein 
anerkannten Adsorptionsmethoden fiir die Reindarstellung des Enzyms 
Katalase bedient hatte. 

Tsuchihashi*) wandte mit einigem Erfolg eine Methode an, die in 
fraktionierter Chlorotormfallung und darauf folgender Adsorption mit 
Caleiumphosphat und Elution bestand. 


1) S. Hennichs, Studien iiber Leberkatalase. Diese Zeitschr. 145, 
286, 1924. 
*) Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140, 63, 1923. 
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Morgulis') teilt in seiner oben zitierten Zusammenstellung eine Reihe 
von Versuchen iiber die Reindarstellung des fraglichen Enzymes mit, die 
er zusammen mit Leggett vorgenommen hat: 

Bei der Adsorption mit Zinkphosphat und Lloyds Alkaloidreagens 
erwies sich die Elution mit groBen Schwierigkeiten verbunden. Mit 
Leber als Ausgangsmaterial fiihrte eine dreimalige Fallung mit Aceton zu 
hochaktiven Praparaten, die nach mehreren Richtungen hin untersucht 
wurden. 

Da es in meiner friiheren Untersuchung darauf ankam, die Méglich- 
keiten fiir eine erfolgreiche Reindarstellung des oben beschriebenen 
Enzyms mit Hilfe der genannten Methoden einwandfrei zu _priifen, 
erwies sich die Anwendung von Battellis und Sterns Methode fiir die 
Darstellung des Enzympraparats als vorteilhaft. Von diesem konnten 
nach und nach neve Enzymlésungen mit verhaltnismaBiger Uber- 
einstimmung an Gehalt und Aktivitat erhalten werden. Hierbei ist 
zu bemerken, daB Toluol erst nach dem Schiitteln zugesetzt werden 
sollte, da dasselbe die Auflésung des Enzyms zu_ verhindern 
scheint. Wieland hat in seiner letzten Abhandlung sehr erfolgreich 
mit Battellis und Sterns Methode gearbeitet. Irgendwelche detaillierten 
Mitteilungen macht er nicht. Die Ausbeute scheint auch gering zu sein. 
Von dem letztgenannten Verfahren muBte natiirlich Abstand genommen 
werden, da der Zweck der vorliegenden Aufgabe in der Darstellung 
von hochaktiven Praparaten in solchen Mengen lag, die eine nahere 
Charakterisierung gestatten. Man kann hierbei in Frage stellen, ob 
sich Pferdeleber, eine so eisenhaltige Substanz, als Ausgangsmaterial 
eignet, da man bei den Endprodukten einen méglichst geringen Eisen- 
gehait wiinscht. Dieses Material tibertrifft jedoch beziiglich der Aktivitat 
alle anderen Stoffe, z. B. vegetabilische Substanzen, so bedeutend, daB 
seine Anwendung gerechtfertigt ist. 

Zur Bestimmung der Aktivitaten wurde dieselbe Versuchsmethodik *) 
wie vorher angewandt, da sie als vollstandig zuverlassig angesehen 
werden kann. Als Substrat diente ,,Mercks Perhydrol zur Analyse“ 
in Lésungen, schwankend zwischen 0,015 bis 0,010 n. Aus der nach- 
stehenden Tabelle geht hervor, daB die Reaktionskonstante von 
der Substratkonzentration weit iiber die Grenzen unabhangig ist, 
innerhalb welcher man sich in der vorliegenden Untersuchung bewegte. 


1) Morgulis und Leggett, Erg. d. Physiol. 23, 319 und324, 1924. 

2) Diese Zeitschr. 145, 286, 1924. In meiner ersten Abhandlung wurden 
die Kat.f.-Werte auf das Trockengewicht der Reaktionslésung pro 1000 ccm 
bezogen. Analog den entsprechenden Ausdriicken fiir die Wirksamkeit 
anderer Enzyme beziehe ich hier das Trockengewicht auf die angewandte 
Reaktionsmischung von 50cem. Dadurch werden die Werte fiir Kat.f. 
20mal gréBer als die friiher angegebenen. 
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Tabelle 1. 
Versuch tiber die Wirkung der Substratkonzentration auf die Reaktions- 
konstante. Mit einem Enzympriaparat von Kat.f. = 8500,0 wurden fol- 


gende Reaktionskonstanten in H,O, wechselnder Konzentration gewonnen. 
Temperatur 0°, 





(Hz O2)+Konzentration Reaktionskonstante | (H,O,)+Konzentration Reaktionskonstante 


0,016 023 0,0102 0,006 867 0,0100 
0,011 445 0,0100 0,004 578 0,0101 


2. Eigene Aktivitat und Eisengehali der Leber. 


Das Ausgangsmaterial fiir meine Reindarstellungsarbeiten war 
Leber vom Pferde. Diese Tierart weist nach Battellis und Sterns 
Zusammenstellung!) die katalasereichste Leber auf. Unmittelbar nach 
der Schlachtung der Tiere wurden die weichen Teile der Leber in 
noch warmem Zustande bearbeitet. 

Nach Entfernung der Bindegewebshaut sowie der zaheren Teile 
im Inneren wurde die Leber in Wiirfel zerschnitten und dreimal durch 
eine Fleischhackmaschine getrieben, wodurch man eine homogene, 
dunkelbraune, dickliche Masse erhielt, die dann weiter extrahiert 
wurde. 

Aus den folgenden Tabellen geht hervor, wie die eigene Aktivitat 
der Leber sich um Kat.f. = 20%) bewegt. Der Wert ist natiirlich 
schwer zu bestimmen, teils weil die Aktivitaét so groB ist, dab man in 
um so kleineren Mengen abwiegen mu, und teils deswegen, weil die 
Leberpartikelchen und eine H,O,-Lisung ein heterogenes System 
darstellen, bei dem die Reaktionsgeschwindigkeit in hohem Grade 
von der Diffusion abhangig ist. Ich habe mich deshalb in diesem Punkte 
auf einige wenige Bestimmungen beschriinkt, nur um zu zeigen, wie 
hochaktiv meine Endpraparate im Verhiltnis zum Ausgangsmaterial 
sind. 

Fiir Ochsen und Kiihe fanden Kriiger und Meyer*) einen Eisen- 
gehalt der Lebertrockensubstanz von 0,246 bis 0,276 Prom.  Fiir 
Pferdeleber scheinen keine Angaben vorzuliegen. 

Ein nach Battellis und Sterns Methode dargestelltes Leberpulver 
ergab folgende Zahlen: Aschengehalt 2,30 Proz., davon Eisengehalt 
0,27 Proz. 


1) Battelli und Stern, Ergebn. d. Physiol. 10, 573, 1910. 

2) Die Aktivitaét ist hier auf die rohe Lebersubstanz berechnet, da 
dieses die spiteren Berechnungen vereinfacht. Da das Trockengewicht 
der Leber sich um 30 Proz. herum bewegt, ist dessen Aktivitaét, auf die 
Trockensubstanz gerechnet, etwa 60. 

8) Zeitechr. f. Biol. 27. 
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zur Trockenheit eindunsten. Die Aktivitat war Kat.f. — 906.4 und 
dessen Aschengehalt 10,01 Proz., davon Eisen 2,37 Proz. 


Eine aus diesem Priiparat hergestellte Enzymlésung lieB ich bis 


Nach einer Serie paralleler Kaolinadsorptionen mit Enzymlésungen 
aus dem fraglichen Praparat wurden simtliche Enddialysen zu einem 
gemeinsamen Priparat eingedunstet mit der Aktivitét Kat.f. = 10113,7 
und einem Aschengehalt 12,76 Proz., davon Eisen 3,67 Proz. 


Sowohl das von mir zur Anwendung vorgesehene Kaolin wie die 
iibrigen eventuell vorkommenden Chemikalien wurden vor Beginn 
der Untersuchungen mit negativem Resultat auf Eisen gepriift. Ich 
bediente mich hierbei F riedenthals und Lachs’') kolorimetrischer Methode. 
Dieselbe wandte auch Willstdtter?) bei seinen Oxydaseuntersuchungen 
und Warburg*) bei seinen oben referierten Versuchen an. Diese Methode 
ist bei Versuchen, in denen es sich um so kleine Mengen wie hier 
handelt, die einzig anwendbare. 

Es scheint also, als ob sowohl der Eisengehalt als auch der Aschen- 
gehalt die Neigung haben, bei dem vorliegenden Reinigungsverfahren 


zu steigen. 


3a. Extraktionsversuche mit Wasser. 


Die feingemahlene Leber wurde in Ubereinstimmung mit Battellis 
und Sterns Methode sehr sorgfaltig mit ihrem entsprechenden Volumen 
Wasser vermengt, worauf die Mischung 1 Stunde bei mehrfacher Um- 
riihrung stehen blieb. Hierbei verinderte sich die Farbe in Grau. 

Es war von Interesse zu sehen, wie effektiv diese ziemlich 
einfache Methode sein kann, und es zeigte sich, daB sich nach 
Kolierung durch ein ziemlich feines Tuch, tiber ein gewéhnliches 
Sieb gespannt, zwischen 20 und 30 Proz. des Trockengewichts der 
Leber in den so erhaltenen ,,Filtraten‘‘ befand. Die gesamte Aktivitat 
derselben (also das Produkt von Aktivitat und Trockensubstanz) 
iibertrifft dagegen sogar die eigene totale Aktivitat der Leber um 
das Mehrfache. 

Dieses letztgenannte Phinomen kann zum Teil darauf beruhen, 
daB die auf oben beschriebene Weise erhaltenen Werte betreffs der 
eigenen Aktivitat der Leber etwas zu niedrig ausfielen. Die hier unten 
angefiihrten Versuche sollen jedoch veranschaulichen, da die Annahme 
des Vorhandenseins eines Hemmungskérpers motiviert ist. 


1) Friedenthal und Lachs, diese Zeitschr. 32, 130, 1911. 
2) Wilistdtter, Ber. d. d. Chem. Ges. 58, 1152, 1920. 
3) Warburg, diese Zeitschr. 119, 162, 1921. 
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Tabelle 11. 


Quantitative Verhaltnisse bei zwei Extraktionsversuchen. 





s § a &. s. 
iz =. = re Ss Trockengewicht e&e ~ & of »= 
3 av ev $ Sos -—ls = = 3 == 
ra xc x=@e@ si 2 3k = “2 =5 3 
< = : ay = o= 
3 eae c= =* > 22s == = i= £* 

qae~ tz> ~~ Filtrat 2-3 = o> aot 

° ry ‘o> >s Leber sha as an ws Sz 
te a) <3 total < is <3 < 

Nr. 8 com ccm Proz 8 Proz. Proz 

l 300 300 210 32,02 36,98 38,50 16.6 383.4 285 

2 200 200 135 27,35 12,72 23,25 24.8 1443.0 370 


Die durch die angewandte Extraktionsmethode erhaltene Ausbeute 
an Aktivitét ist somit véllig zufriedenstellend. 

Ehe ich zur Behandlung des Verhaltens der Leberextraktionen bei 
der Fallung tibergehe, méchte ich in der folgenden Tabelle III teils 
eine Zusammenstellung tiber die quantitativen Verhiltnisse bei den 
Extraktionen in den in gréBerem MaBstabe vorgenommenen Rein- 
darstellungsversuchen wiedergeben, fiir welche sich die Primiarziffern 
im Anhang wiederfinden (siehe 8. 336), teils einen Beitrag zur Kenntnis 
der Einwirkung der Aciditét und Temperatur auf das Leberextrakt 
liefern. 

Tabelle ITI. 





Vers Anzahl Aktivitat ae al Ausbeute an 
such des gewicht 
Leber H,O Filtrat Filtrats im Filtrat Trockengewicht Aktivitit 
Nr. g ccm ‘ecm g Proz. Proz. 
] 500 500 415 931.5 52,12 35,92 404.6 
2 400 400 275 898.8 33,66 28,47 _- 
3 500 500 500 520.3 71,60 —- _— 
500 500 435 
5 500 500 350 
6 500 500 
7 500 500 


Bei Versuch 3 war die Leber besonders weich und leicht zu mahlen, 
weshalb auch die Kolierung quantitativ vor sich ging. Dagegen ist 
die Aktivitét nur halb so groB gegeniiber dem Normalen, welches 
beweist, daB das angewandté Verhiltnis zwischen den Mengen ge- 
mahlener Leber und Wasser angemessen war. Mit einer gréBeren 
Menge Wasser wiirde sicher eine niedrigere Aktivitit erhalten worden 
sein, da mehr inaktives Trockengewicht ,,in Lisung iibergegangen“ wire. 

Die erhaltenen ,,Filtrate“ waren natiirlich bei weitem keine klaren 
Lésungen, sondern dunkelbraun und kolloidal; es bildeten sich auch 
innerhalb 24 Stunden groBe Mengen Fallung. 
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3b. Versuche tiber die Einwirkung der Aciditdt auf den Leberextrakt. 


Bei den vorhergehenden Versuchen wurde beobachtet, daB sich 
die kolloidalen Lésungen, wie sie durch die oben beschriebenen Ex- 
traktionen erhalten wurden, mehrere Stunden in Lésung erhielten, 
wihrend bei Verdiinnung sofort Fallung eintrat. 

Um diese Fillung zu vermeiden, wurde bei einem folgenden Versuch 
die Lésung alkalisch gemacht. Die Leber ist bekanntlich ein Organ 
mit alkalischer Reaktion. Nach dem Aufhéren des Lebens geht die 
Reaktion auf sauer iiber, unter anderem durch die gebildete Milch- 
siure. Es wire ja anzunehmen, da gerade durch diesen Umstand 
die Eiweifbstoffe zum Koagulieren gebracht werden. 

Es wurden abermals 400 g mit 400 ccm Wasser auf 360 ccm Filtrat 
extrahiert. Verschiedene Proben hiervon verdiinnte ich im Verhaltnis 
1:10, mit Zusatz von ungleich groBen Mengen Alkali mit Ausnahme 
einer Probe, die ohne Alkali belassen wurde. Gleichwohl konnte bei 
simtlichen Proben am folgenden Tage Fiallung konstatiert werden. 
Eine Probe, und zwar die mit dem héchsten Alkalizusatz, zeigte am 
folgenden Tage nach der Zentrifugierung eine Aciditat von py = 8,54 
Trockensubstanz auf 2ccm 0,0234g und Ky. 499 = 0,0430, Kat.f. 
= 367,5. Die Probe ohne Alkalizusatz ergab folgende Werte: py, = 6,77, 
2ccem = 0,0220 g, Ky. 19 = 0,0400, Kat.f. = 363,6. 

Hieraus geht hervor, da} infolge der Alkalitat nur eine unbedeutend 
gréBere Menge Enzym und Trockensubstanz in Lésung tibergegangen war. 

Vier Proben von je 30 ccm der letztgenannten Lésung wurden 
14, 1, 10 und 30ccm 0,1 n Essigsiure zugesetzt, zentrifugiert und auf 
Aktivitat, Trockensubstanz und Aciditit gepriift. Folgende Tabelle IV 
gibt die Resultate wieder. 





Tabelle 1V. 
‘i . — In der Lésung verblieben 
ersuc , , — ———— 
Pu Ky: 100 substanz Katt. Trockensubstanz Aktivitat 
. auf 2 ccm 
Nr. Proz. Proz 


Mutter- 6.77 0.0400 0,0220 363,6 


lésung 
| 5,28 | 0,0376 0,0128 587,5 59,15 95,57 
2 4.83 | 0,0385 0,0134 574.6 62,94 99,46 
3 3,84 | 0,0300 0,0166 361,4 100,61 100,00 
4 3,43 | 0,0198 0,0110 360,0 100,00 99.01 


Wie aus Tabelle IV hervorgeht, fallt bei pg um 5 herum etwa 
40 Proz. der Trockensubstanz aus, wahrend die Aktivitaét relativ un- 
verindert bleibt. Bei héherer Aciditat lésen sich, wie ersichtlich, die 
EiweiBstoffe wieder auf. 











Zur Kenntnis der Katalase usw 323 


Vom Gesichtspunkt der Reingewinnung ist diese Ausfillung von 
geringerem Werte, da derselbe Effekt in bedeutend besserer Weise 
mit Alkoholfallung erreicht werden kann, wie wir dies spiter finden 
werden. 

3c. Die Einwirkung der Temperatur auf den Extrakt. 

H. von Euler und seine Mitarbeiter!) fanden eine Thermoaktivierung 
von Katalasen bei 55° bis 60° teils fiir Hefekatalase, teils fiir Enzyme 
von roten Blutkérpern. Wie die untenstehende Tabelle V an die Hand 
gibt, konnte dieser Effekt mit den fraglichen Leberextrakten nicht 
erreicht werden, und zwar aus dem Grunde, weil dieselben so schnell 
koagulieren, auch bei starker Verdiinnung und bei Anwendung von 
physiologischer Kochsalzlésung. Méglicherweise kénnte der Fehler 
darauf beruhen, daB die Leber erkaltete, ehe sie pripariert wurde. 
LieBe man die Leber nicht unter 37° abkiihlen, so daB die Zellen noch 
lebend wiren, gestaltete sich das Resultat vielleicht anders. Siehe 
hiertiber Tabelle V. 

Tabelle V. 





lemperatur Ky 


Lésung Cc 5000 
0,0943 gicem, Kat.f. IGS a eee 20 | 0,0272 
37 0.0154 
iO koaguliert 
60 . 
1, 0,0674 gicem, Kat-f. a 20 0,0128 
40 0,0132 
58 koaguliert 
2. Dieselbe Extraktion, jedoch mit eeeensene 
Kochsalzlésung .... . < 2.2 ee di 20 0.0157 
40 0,0132 
58 koaguliert 
Probe 1 und 2 bzw. I cem bis zu 10cem H,O 
und physiologischer Kochsalzlésung .. . . 58 ‘ 


4. Aktivierung des Leberextrakis mit Toluol und Alkohol. 

Um zu ermitteln, wie sich die Leberextrakte bei Verdiinnung mit 
destilliertem Wasser verhalten, wurden folgende Versuche angestellt: 

400g gemahlene Pferdeleber mit 28,53 Proz. Trockengewicht 
wurden mit 400 ccm destilliertem Wasser extrahiert. Dies ergab ein 
Filtrat von 360 ccm, welches insgesamt 42,55 ¢ Trockensubstanz und 
eine Aktivitat von Kat.f. = 804,0 hatte. 

Die Ausbeute an Trockensubstanz, die auf dem Wege von der 
Leber zu dieser Enzymlésung erhalten wurde, betrug 37,3 Proz. 


1) von Euler und Blix, Zeitschr. f. physiol. Chem. 105, 83, 1919; von Euler 
und Laurin, ebendaselbst 106, 312, 1919: von Euler und Borgenstam, diese 
Zeitschr. 102, 124, 1920. 
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Von diesem Leberextrakt wurden Proben im Verhaltnis von 1 : 20, 
1:10 und 1:5 verdiinnt und bis zum anderen Tage stehengelassen. 
Es ergab sich hierbei, daB in allen drei Proben Fillungen entstanden, 
die sich zu Boden senkten. Die Fliissigkeiten oberhalb derselben waren 
ebenfalls triibe. Von den Jetzteren wurden Verdunstungsproben gemacht 
und die Aktivitat gemessen. 

Hierbei zeigte es sich, dab 5,1, 17,8 und 21,4 Proz. der Trocken- 
substanz zu Boden gesunken waren. Die Aktivititen betragen der 
Reihenfolge nach: Kat.f. = 2114,0, 2054,0, 1318,0. 

Dieses Resultat ist bemerkenswert, da sich die Aktivitat der 
Lésung von der urspriinglichen 804,0 um mehr als die infolge des Auf- 
tretens einer inaktiven Fillung verursachte Verminderung der Trocken- 
substanz verbesserte. Dieses Phinomen laBt sich vielleicht dadurch 
erkliren, daB mit der Fallung ein Hemmungskérper ausscheidet, oder 
auch, daB das Enzym erst durch Verdiinnung und Zusatz von Toluol 
vollstandig aus den Zellen austritt. Hier liegt also eine vollstdndige 
Parallele mit den Aktivierungen vor, die von Euler und Blix, sowie von 
Euler und Laurin zuerst bei Hefekatalasen und dann von Euler und 
Borgenstam auch bei den roten Blutkérperchen fanden. 

Im nichsten Kapitel werden wir noch ein Beispiel dieser Aktivierung 
bei einer Lésung antreffen, die anfangs eine Aktivitat von Kat.f. = 712,5, 
am darauffolgenden Tage aber Kat. f. = 1861,0 aufwies. 

Gelegentlich der von mir in gréBerem MaBstabe vorgenommenen 
Reinigungsversuche, auf welche bereits friiher Bezug genommen 
ist, und deren vollstandige Primiarzahlen sich im Anhang wiederfinden, 
wurde in Versuch 2 ein Zunutzemachen dieser Aufaktivierung mit 
Toluol gepriift. Die fraktionierend? Fallungsmethode mit Alkohol, zu 
welcher meine im niachsten Kapitel behandelten Versuche tiber die 
Fallung der Leberextrakte fiihrten, ist jedoch vom praparativen Gesichts- 
punkt so iiberlegen, daB sie simtlichen iibrigen Versuchen zugrunde 
gelegt wurde, und zwar um so mehr deswegen, weil man sich hierbei 
durch die erste Alkoholfillung nicht allein einer gréBeren Menge in- 
aktiver Trockensubstanz, sondern auch des Hemmungskérpers ent- 
ledigt. Hier liegt somit ebenfalls Aufaktivierung vor. 

Wie spiiter hervorgehen wird, ist diese Aktivierung an die An- 
wesenheit von Zellen gebunden. Wenn diese z. B. mit Alkohol aus- 
gefallt werden, kann eine Aktivierung nicht bewirkt werden. Dieses 
Verhalten ist véllig analog ebenderselben Erscheinung, die H. von Euler 
und seine Mitarbeiter bei Hefezellen und Blutkérperchen entdeckten. 


da. Fdllung mit Alkohol. 


Bei der Priparation von Battellis und Sterns Hepatokatalase 
wurde 1 kg gemahlene Leber mit 1 Liter Wasser extrahiert. Nach der 
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Kolierung durch Tuch wurde die so erhaltene Emulsion mit dem 
doppelten Volumen 96proz. Alkohols gefillt. 

Die Ausbeute bei diesem Verfahren ist natiirlich in hohem Grade 
von der Beschaffenheit der Leber und der Feinheit des Koliertuches 
abhangig, im allgemeinen erhielt man aber 700 bis 800 ccm Filtrat 
und daraus eine Fallung von 70 bis 80g. 

Wenn diese mit H,O extrahiert wird, geht nur ein Zebntel der 
Trockensubstanz mit einer Aktivitat, schwankend um Kat.f. = 1000, 
in Lésung iiber. Da sich die eigene Aktivitat der Leber um 20 
herum bewegt, ist die Ausbeute an Aktivitat von dieser zu den er- 
haltenen Enzymlésungen also 40 Proz. 

Eine naihere Untersuchung iiber die quantitativen Verhaltnisse 
bei der vorliegenden Alkoholfillung wurde mit Filtraten nach den 
beiden Extraktionsversuchen vorgenommen, die die Tabelle Il enthalt. 


Tabelle V1. 





Totale Erhaltene 
Versuch Trockensubstanz : Fallung mit Gefallte Menge Aktivitat der 
in 530 com Aktivitat 100 cem Alkohol Restlosung 
Nr. ry 8 Proz. 
l 8,805 383.4 7,1 80,6 1,12 
2 4,71 1443.0 34 72,2 42 


Die erste Fallung wurde mit 300 ccm, die letztere mit 150 ccm 
destillierten H,O geschiittelt. Ergebnis: 


4 


Tabelle VII. 





Totales Ausbeute an 
Versuch Trockengewicht ’ . 
in der Lésung Aktivitat Trockengewicht Aktivitat 
Nr 8 Proz Proz 
l 0,6920 1493.4 7,86 30.61 
2 0,3050 1037,8 6,48 4,66 


Die Tabelle VII veranschaulicht, wie die Alkoholfaillung in der 
vorliegenden Form zum offenbaren Schaden fiir die Aktivitat in um 
so héheren Grade gereichte, je langere Zeit die Abfiltrierung in An- 
spruch nahm. 

Bei den oben behandelten Versuchen iiber Alkoholfillung der 
Leberextrakte wurden die erhaltenen Fillungen bis zum _ nichsten 
Tage an der Luft getrocknet, ehe sie pulverisiert und zu Lésungen 
geschiittelt wurden. Dieses verdeutlicht der unten wiedergegebene 
Versuch, der bedeutend bessere Resultate lieferte, wenn die Alkohol- 
fallung direkt nach der Abzentrifugierung mit Wasser geschiittelt wurde. 


oo 
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Einesteils wird hierbei nicht der Alkohol kiirzere Zeit inaktivierend 
einwirken kénnen, andernteils ist die Fallung so feinkérnig, daB sie 
leicht wieder in Lésung iibergeht. Tatsachlich wurden bei den unten 
wiedergegebenen Extraktionsversuchen nahezu 70 Proz. Ausbeute an 
Aktivitat bei direkter Schiittelung gewonnen. Die erhaltene Lésung 
zeigte eine stark rotbraune Farbe. 

100 ccm des Filtrats, wie es in den oben angefiihrten Verdiinnungs- 
versuchen (8. 323) angewandt wurde und welches also 11,82 g Trocken- 
substanz enthielt, wurden mit 200 ccm 96proz. Alkohols gefillt. Die 
erhaltene Fallung wurde sofort abzentrifugiert und 3 Stunden mit 
300 ccm destillierten Wassers geschiittelt. Die so erhaltene Lésung 
enthielt auf 5cem 0,0350 g, also insgesamt 2,1 g, und ergab 1: 1000 
K = 0,0212, Kat.f. 3028.6. Ausbeute an Aktivitat bei Alkohol- 
faillung war also 66,9 Proz., was als ziemlich befriedigend im Vergleich 
zu den vorher erhaltenen Ausbeuten 30,61 und 4,66 Proz. in Tabelle VII 


angesehen werden diirfte. 


5b. Eine neue fraktionierende Fdllungsmethode fiir den Leberertrakt. 

Um jedoch eine allgemeine Orientierung tiber das Verhalten des 
Leberextrakts zu dem vorliegenden Fallungsmittel zu gewinnen, wurden 
abermals 400 ¢ frische Pferdeleber mit 400 ccm H,O extrahiert. Das 
hierbei erhaltene Filtrat, 350 ccm, enthielt auf 1 cem 0,1228 g Trocken- 
substanz. Nach Verdiinnung im Verhaltnis 1: 5000 ergab = sich 
K = 0,0175, also Kat.f. = 712,5. 

GleichgroBe Mengen hiervon wurden der Reihe nach mit !,, 1, 
14% und 2 Volumen 96vroz. Alkohols gefallt. Das Resultat der Unter- 
suchung ist aus Tabelle VIII ersichtlich. 


Tabelle VIII. 





Probe Menge Filtrat | Menge Alkohol ‘uséefalite Menge Ajtivitit Farbe 
Nr ccm com Proz der Restlésung 
l 40 20 44,92 2638.9 Dunkelrot 
2 30 30 67,29 691.0 Gelbbraun 
3 20 30 75.05 3.6 Gelbgriin 
d 20 40 78,39 0,0 . 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die anderthalbfache Menge 
Alkohol ausreicht, um das Enzym vollstandig auszufallen. 

Es fallen ferner 45 Proz. der Trockensubstanz bei dem halben 
Volumen Alkohol aus, ohne daB etwas vom Enzym mitfolgt. Fiir ein 
rationelles Ausnutzen der Alkoholfillung zur Reingewinnung von 
Katalasen diirfte es daher zweckmaBig sein, die Fallung zuerst mit 
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dem halben und danach mit dem ganzen Volumen vorzunehmen, 
worauf die zuletzt erhaltene Fallung sofort mit Wasser vermengt und 
geschiittelt wird. 

Das Bemerkenswerteste ist jedoch, wie bereits hervorgehoben, daB 
die Restlésung in Versuch 1 durch die Ausfallung von 45 Proz. inaktiver 
Trockensubstanz allein nicht aktiviert wurde. 

Eine andere Aktivierung trat offenbar ein. 

Die Mutterlésung ergab nimlich 1:5000 K = 0.0175 und diese 
Restlésung 1: 5000 K 0.0238, obgleich sie mit dem halben Volumen 
Alkohol verdiinnt wurde. 

Nachdem ein anderer Teil der urspriinglichen Enzymlésung auf 
ein Zehntel verdiinnt und Toluol zugesetzt worden war, zeigte dieser 
am folgenden Tage eine Aktivitat von Kat.f. = 1861,0, verglichen mit 
der urspriinglichen, 712,5. 

DaB die fraktionierte Fallung rational ist, bewahrheitete sich bei 
nachstehenden, in gréBerem MaBstab vorgenommenen Versuchen. 


Tabelle IX. 





Trocken- Volumen Ausbeute an 


, Volumen Total- 
Ra —— " — a Schtenele Trocken- Aktivitat Trocken- 
Filtrat Filtrats Filtrats lésung gewicht gewicht Aktivitat 
Nr g | ccm ecm g Proz Proz. 
l 43,96 931.5 350 800 3.04 64474 6,92 47,86 
2 33,66 898.8 275 600 8.88 2466.0*) 26,38 72,38 
3 71.60 520.3 500 575 2.76 4687.5 3,85 34,73 
4 435 620 3.78 4508.2 
5 350 600 2.66 6193.7 
6 600 3.50 3595.9 
7 600 288 6562.5 


*) Toluolbehandlung nach der ersten Alkoholfallung 

Nach der Tabelle LX betrigt die Ausbeute bei diesem Proze} 
4 bis 8 Proz. an Trockengewicht und 35 bis 50 Proz. an Aktivitat, wodurch 
eine Aufaktivierung um das Acht- bis Neunfache erreicht wird. Das 
Gesamttrockengewicht bewegt sich um 3 g, und die Aktivitat schwankt 
zwischen Kat.f. = 4000 bis 6000. Die fraktionierte Fiallung muB daher 
als eine besonders gute Arbeitsmethode angesehen werden. Fiir die 
rein praparative Arbeit liegt nun noch die Aufgabe vor, die Reinigung 
mittels der Adsorptionsmethode .fortzusetzen. Es hat sich spiter 
gezeigt, daB das Enzym im hochaktiven Stadium sehr instabil ist, 
und natiirlich ganz besonders in sehr verdiinnten Lésungen. Es wurde 
weiter die Erfahrung gemacht und hat sich auch fiir Katalase bewahr- 
heitet, daB das Enzym ungleich starke Verwandtschaft zum Adsorptions- 
mittel in den verschiedenen Stadien der Reinigungsarbeit besitzt. Es 
sei zuniichst als Exempel das Verhalten der Saccharase auf Kaolin 
angefiihrt. Unter diesen Umstinden kénnte man also in Erwagung 


DO" 
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ziehen, ob es nicht vorteilhafter ware, nicht mit einer so kraftig auf- 
aktivierenden Prozedur wie der fraktionierten Fillung mit Alkohol 
anzusetzen, sondern an Stelle dessen eine schwachere, z. B. Toluol. 
aktivierung anzuwenden, und erst dann die Adsorptionsarbeit mit 
mehr Trockensubstanz, die niedrigere Aktivitat besitzt, zu beginnen. 
Hiernach kénnte ja die Adsorptionsmethode auf die Spitze getrieben 
werden, teils durch Wahl einer passenden Menge Adsorbens, teils durch 
eine vorteilhafte Elutionsmittelkonzentration. Mit anderen Worten: 
Wenn man, von viel Trockensubstanz ausgehend, eine grobe Menge 
Enzym an eine kleine Menge Adsorbens adsorbiert hat, dann kénnte 
man vielleicht durch eine schwache Eluierung eine relativ starkere 
Enddialyselésung erhalten, die geringere Neigung zur Inaktivierung 
besitzt, als wenn man bereits eine hohe Aktivitaét und wenig Trocken- 
substanz in der Ausgangslésung hat. Wird diese mit der gleichen Menge 
Adsorbens wie im erstgedachten Falle adsorbiert, bedarf es einer 
stirkeren Elutionsfliissigkeit, um eine Enddialyselésung mit demselben 
Gehalt wie im vorhergehenden Falle zu erreichen, welche deshalb 
stirkere Tendenz zur Inaktivierung zeigt. 

Nach dieser Hypothese wurde Versuch 2 ausgefiihrt. Sie erwies 
sich jedoch als unrichtig. Es ist zwar richtig, daB eine Lésung mit 
hoher Aktivitat und wenig Trockensubstanz ebensoviel Adsorbens 
beansprucht wie eine Lésung mit viel Trockengewicht und geringer 
Aktivitat. Jedoch geht andererseits die Elution nicht leichter mit dem 
Adsorbat der letzteren Lésung vonstatten. 


Aus dem Vorhergehenden erhellt, da durch direkte Toluol- 
aktivierung des Leberextrekts seine Aktivitat von 700 bis 900 auf 
etwa 2000 steigt. Im Versuch 2 ist, um nicht zuviel Trockengewicht 
mitzubekommen, der Extrakt zuerst mit seinem halben Volumen 
Alkohol gefallt und mit Toluol bis zum folgenden Tage aktiviert worden, 
worauf die Adsorptionsarbeit begann. 

Um eine bessere Vorstellung zu bekommen, wie die fraktionierende 
Fallungsmethode arbeitet, wurden in den Versuchen 1 und 2 die 
Aktivitaten der Zwischenlésungen bestimmt und in Tabelle X zu- 
sammengestellt. 


Tabelle X. 





Urspriingliche Lésung Léeung nach der ersten Ausbeute an 


, Alkoholfallung 
Versuch —— aan ——— an in ‘git 
; | Trocken- : 
Totaltrocken: 5 Trocken- : | r Aktivitat 
' gewicht Aktivitat gewicht Aktivitat | gewicht 
Nr Proz. | Proz. 


l 43,96 931,5 14,94 3133,2 33,99 414.3 
2 33,66 8988 12,45 2084.0 36,99 85,76 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





Ausbeute bei der letzten 


Schuttellosung Fallung an 
Trocken- Trocken: 
gewicht Aktivitat gewicht Aktivitat 
g Proz. Proz. 
3.04 6447.4 20,35 ‘ 41,87 


Die erste Alkoholfallung mit dem halben Volumen Alkohol kann 
augenscheinlich, wie wir bereits friiher gefunden haben, mehr als 
100 Proz. Ausbeute an Aktivitit ergeben. Die Ausbeute an Trocken- 
gewicht bewegt sich um 35 Proz., und das Resultat ist eine Auf- 
aktivierung von 300 bis 400 Proz. 

Die Ausbeute an Trockengewicht unterscheidet sich wesentlich 
von dem vorigen Resultat (siche Tabelle VIII iiber diese Frage), man 
mu jedoch den unerhért variierenden Grad von Dispersitat im Auge 
behalten, den das Leberextrakt tatsichlich besitzt. Die prozentuale 
Ausfallung ist weiter von dem absoluten Gewicht der Fallung sehr 
abhangig, da sie Salze und andere geléste Stoffe durch die Adsorption 
mit sich zieht. Diese Versuche hatten nur den Zweck, eine gute Arbeits- 
methode zu erreichen, und dieser kann auch als erfiillt angesehen werden. 

Die zweite Phase der Ausfallung mit der gleichen Menge Alkohol 
und unmittelbar darauf folgender dreistiindiger Schiittelung mit Wasser 
ergibt 20 Proz. Ausbeute an Trockengewicht, etwa 40 Proz. Ausbeute 
an Aktivitat und also die Verdoppelung der letzteren. Die erhaltenen 
Endlésungen sind anfangs auch vollstindig klar und hochrot in der 
Farbe. 

Bei naherem Studium des Versuchs 2 finden wir, daB wir nach 
der Alkoholfaillung 12,45g mit Kat.f. = 2084,0 und nach der Be- 
handlung mit Toluol wihrend der Nacht und Abzentrifugierung der 
entstandenen Fillung 8,88 g mit Kat.f. = 2466,0 erhalten. Die Aus- 
beute an Aktivitat hierzwischen ist 84,40 Proz. Eine Aktivierung ist 
also nicht eingetreten. Die Alkoholfillung hat den Hemmungskérper 
bereits weggefiihrt, und Toluol vermag eine echte Lésung des vor- 
handenen Enzyms sichtlich nicht zu aktivieren. 

Wir gehen nun zur Adsorptionsarbeit tiber. 


6. Fortgesetzte Reingewinnung mit Al(OH), als Adsorbens. 


In meiner vorhergehenden Untersuchung tiber das Verhalten des 
Enzyms Katalase zum Adsorptionsmittel standen mir geringere Mengen 
Trockensubstanz in den Ausgangslésungen, mit welchen die Adsorption 
vorgenommen wurde, zur Verfiigung. Dies beruhte, wie im vorher- 
gehenden dargetan, auf einer weniger zweckmaBig begonnenen Be- 
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handlung. Sie waren jedoch fiir eine erste Orientierung tiber die Voraus- 
setzungen fiir eine aussichtsreiche Bearbeitung der Aufgabe véllig 
ausreichend und auberdem leicht zugiinglich, da ein im _ farbigen 
Vakuumexsikkator verwahrtes Priparat, Battellis und Sterns Hepato- 
katalase, seinen Wirkungsgrad wahrend dreier Monate unverindert 
beibehilt. Es konnten deshalb durch Schiitteln mit Wasser Enzym- 
lésungen mit relativ iibereinstimmendem Gehalt und gleicher Aktivitat 
fiir wiederholte kleinere Untersuchungen erhalten werden. 

Trotz der Schwankung des Adsorptionsvermégens, mit der man 
natiirlich jederzeit auch bei verschiedenen Praparaten von Kaolin- und 
Al(OH) -Suspensionen, die nach tibereinstimmender Methode prapariert 
sind, rechnen mu, und vor allem trotzdem, daB meine jetzigen Aus- 
gangslésungen eine ganz andere Vorgeschichte als die vorigen besitzen, 
so bestaitigten meine fortgefiihrten, Versuche im grofen und ganzen 
doch die friiher gemachten Erfahrungen auf diesem Gebiete. 

So wird das Enzym bei der Anwendung von gleichen Mengen 
Enzym und <Adsorptionsmittel aus den Schiittellésungen nach der 
fraktionierenden Alkoholfillung in Tabelle IX ziemlich vollstandig 


adsorbiert. 
Tabe lle P 4 f 





Trocken: Elutions- 
; gewicht der Trockens flussigkeit 
Versuch urspringlichen Kat.f. (OW), qewicht der Aktivitat Na, HPO, 
Losung Restlésung Konzentration 
Nr. g g Proz. 
2 8,88 2466.0 8,200 2.74 8.6 1,269 
3 2.76 4687.5 3,567 0.7685 6321 1,269 
4 3,78 4508.2 6,540 1,953 623.8 0.423 
5 2,66 6193.7 7,134 0,936 7,31 0,846 
6 3,50 3595.9 7.134 1,476 1872,0 —_— 


Die urspriingliche Lésung im Versuch 2 hat, wie bekannt, eine 
abweichende Vorbehandlung erfahren. Das Adsorbat in Versuch 6 
wurde auf seine Neigung gepriift, an Natriumphosphatlésungen ver- 
schiedener Konzentration das adsorbierte Enzym abzugeben, was 
unten naher erlaiutert wird. 

Die Elutionen in den Versuchen 3 und 5 lieB ich 24 Stunden, 
die in den Versuchen 2 und 4 48 Stunden dialysieren, worauf sie auf 
die Trockensubstanz und Aktivitét gepriift wurden, obwohl diese 
Ziffern natiirlich wegen der Unvollstindigkeit der Dialyse nur eine 
annahernde Vorstellung iiber diese GréBen geben kénnen. Die 
Dialysen wurden, wie friiher, gegen destilliertes Wasser vorgenommen, 
welches alle 12 Stunden gewechselt wurde, sowie in Kollodiumsicken. 

Hierauf wurde in den Versuchen 3, 4 und 5 die Adsorption er- 


neuert. 
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Tabelle X11. 





suct ‘roc Trockeng ht Aktivitat 
bergen nem, je ran 

Nr. es Dialysats der Restlésung 

3 1,306 g 5 454.5 1,7835 g 0.7920 g 1333,3 

4 05616 g 12 325,6 6,658 g 0.3740 ¢ 1975.0 

5 +108 g¢g 5 000,0 4,756 g 0,5460 g 7,7 


Die verlingerte Dialyse in Versuch 4 hat sichtbarlich eine héhere 
Aktivitat und weniger Trockensubstanz als die iibrigen bewirkt. Die 
Aktivitat hier ist wm mehr als das Doppelte gestiegen und die Trocken- 
substanz hat bis auf ein Siebentel abgenommen. Bei noch weiter fort- 
gesetzter Dialyse wire die Aktivitét vermutlich bis auf einen Grad 
gestiegen, entsprechend dem in meiner friiher herausgegebenen Ab- 
handlung auf das Vier- bis Fiinffache Konstatierten. 

Das Adsorbat nach der zweiten Al(QH),-Adsorption wurde mit 
Na, H PO,-Lésungen eluiert, wie sie bei den ersten Adsorbaten in 
Tabelle XI angewandt wurden. Die darauf folgende Dialyse wurde auf 
4 bis 5 Tage ausgedehnt, wobei sich folgende Endlésungen ergaben: 


Tabelle XIII. 





Volumen Trockengewicht ' 
Versuch des Enddialysats A ktivitat A schengehalt Eisengehalt 
Nr com 8 Proz Proz 
3 290 0.1044 114444 11,33 3,33 
q 258 0,0258 3 100.0 a one 
5 180 0.0144 10 875.0 11,68 3,89 


Zwecks Bestimmung der Aschen wurden die Lésungen in abge- 
wogenen Quarzschalen eingedunstet und eingeidschert. Nach Auf- 
schlieBung mit saurem Kaliumsulfat nahm ich die Eisenbestimmungen 
nach Friedenthals und Lachs’ oben angefiihrter kolorimetrischer Me- 
thode vor. 

In Versuch 4 brachte die wiederholte Al(OH),-Adsorption und 
Elution eine ansehnliche Aktivitaétsverschlechterung mit sich, obwohl 
der Gegensatz beabsichtigt war. 

Es scheint mir trotzdem, als kénne der Sprung von einer Aktivitat 
von 12000 bis auf die héchst erreichbare nicht so auBerordentlich groB 
sein, weshalb die Elution, die nach der Adsorption eines Priiparats mit 
der urspriinglichen Aktivitat von dieser GriBe erhalten wird, so wesent- 
lich aktiv ist, daB sie um so leichter inaktiviert wird. Die Unvollstindig- 
keit der Adsorption diirfte darauf beruhen, daB die Affinitat des Enzyms 
zu Al(OH), mit steigender Aktivitét abnimmt. 

In Versuch 2 wurde die Adsorptionsfahigkeit zwischen Al(OH), 
und Kaolin verglichen. 
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Tabelle X1V a. 





Ausgangslosung Adsorbiert mit 
Volumen _ Trockengewicht Al(OH), Kaolin Dialyse 
Aktivitat 
ccm 8 & & 
215 0.2473 > 93043 0.7134 — 5. 24 Stdn. 
350 0.3780 ~ 7963.0 — 3.4195 — 


Tabelle X1V b. 





Restlosung Endlésung Ausbeute an 
Trockens , Trocken- Trockens 
gewicht Kat.f. Volumen gewicht Kat. gewicht Aktivitat 
8 com g Proz. Proz 
0,1078 195,7 98 0,0333 4529.4 13,47 6,56 
0.3000 6412.5 110 0,0220 3250.0 5 82 2.38 


Der Unterschied in der Aktivitat der beiden Ausgangslésungen 
beruht darauf, daB die letztere 24 Stunden linger als die erstere 
dialysiert wurde. Beide Versuche liefern besonders unzufriedenstellende 
Ausbeute, der Vorzug diirfte jedoch mit Hinsicht auf das geringe Unter- 
scheidungsvermégen, welches das Kaolin in diesem Stadium der 
Reinigung zu besitzen scheint, der Al(OQH),-Adsorption zu geben sein. 
Die Restlésung nach der Adsorption hat ja eine nahezu gleiche 
Aktivitaét als die Ausgangslésung. 

Eigentlich kénnten die quantitativen Verhaltnisse betreffs der 
Ausbeute an Trockensubstanz und Aktivitat bei der Reingewinnung 
mittels der Al(OH),-Methode aus dem fraktioniert gefillten Leber- 
extrakt bereits jetzt einer Diskussion unterworfen werden. Zum Zwecke 
eines besseren Vergleichs ist es jedoch vorteilhafter, hiermit zu warten, 
bis die Versuche mit Kaolin besprochen worden sind. 

Bereits jetzt kann jedoch festgehalten werden, daB die Reinigung 
mit Al(OH), zu Praparaten mit Aktivitaten zwischen 10000 und 12000 
fiihrt, da, wie ich friiher fand, die Adsorption zwar mit sehr kleinen 
Mengen Suspension vorgenommen werden kann; doch scheint die 
Trockensubstanz im iibrigen ebenfalls leicht zu adsorbieren und ohne 
gréBere Schwierigkeit eluiert zu werden; letzterer Umstand steht im 
Gegensatz zum Verhalten des Kaolinsorbats. Mit Kaolin konnte dagegen 
die Reinigung weit iiber meine vorhergehenden Resultate hinausgefihrt 
werden, wobei auch, wie bereits hervorgehoben, Praparate mit héherer 
Aktivitét in solchen Mengen erhalten wurden, welche eine nahere 
Charakteristik durch Analyse gestatten. 

Wie wir spiter sehen werden, ist die Inaktivierung bei der Dialyse 
besonders groB. Dies kénnte méglicherweise auf der Basizitat der 
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Elutionsfliissigkeit beruhen. Nach Ronas und Damboviceanus') Unter- 
suchung beginnt die Zerstérung des Enzyms erst bei py = 10 und 
dariiber. Da meine Elutionsfliissigkeiten aus Na,H PO,-Lésungen 
ohne Alkalizusatz bestanden und py somit 9 nicht iiberstieg, diirfte 
die Ursache anderswo liegen. In den Versuchen 1 bis 3 wurden die 
Elutionslésungen nach der Elution nicht neutralisiert, wogegen dies 
in den folgenden Versuchen durch Zusatz einer Essigsiiuremenge geschah, 
welche py von der alkalischen Seite inden optimalen iiberfiihrte. Dieses 
Beachten der Aciditat scheint jedoch mit einer entsprechenden Ver- 
minderung in der GréBe der Inaktivierung nicht zu korrespondieren. 

Es ware vielleicht denkbar, daB das Phosphat in héheren Kon- 
zentrationen einen besonderen EinfluB auf die aktiven Gruppen 
des Enzyms austibe. Hieriiber wurden Versuche angestellt, die spiiter 
behandelt werden sollen. 

In Versuch 6 wurde die Reingewinnungsarbeit mit dem Adsorbat, 
das bei der Adsorption eines fraktionierten Leberextrakts mit 
Al(OH), gewonnen wurde, nicht zu Ende gefiihrt, sondern statt 
dessen studierte ich die Einwirkung des Phosphats hierauf bei ver- 
schiedenen Konzentrationen. 


Tabelle X Va. 








M Davon Gewicht Elutionsflussigkeit 
Versuch auenge adsorbierten 
Adsorbat Enzyms Konzentration 
Nr 8 8 Proz. PH 
l 1,321 0.2924 0,423 8,75 
2 1,321 0,2924 0,2"2 864 
3 1,321 0.2924 0,042 8,64 
4 1,321 0.2924 0,004 8.67 
Kat_f. 3761.9 
Tabelle X Vb. 
. Aktivitat der Elution Totaltrocken- Ausbeute an 
Versuch _ ‘  gewicht ‘ 
sotort nach 96 Stunden Kat. f Trocken- Aktivitat 
Nr. K (1:100) K g gewicht _ 
l 0.0771 (1: 100) 0.0195 0.0400 4875.0 | 13.68 17,78 
2 0,0329 (1: 100)0,0151 0,0180 8388.9 | 6,16 13,73 
3 0,0025 (1:10) 0.0224 0,0200 1120.0 | 6,84 2,04 
4 0.0020 (1:10) 0,0033 0.0100 330.0 3,42 0,30 


Wie aus dem Versuch hervorgeht, steigt die eluierte Menge mit 
der Phosphatmenge in der Elutionsfliissigkeit, gleichzeitig steigt jedoch 
die Inaktivierung wahrend der Dialyse, weshalb man im Zwischen- 


1) Rona und Damboviceanu, diese Zeitschr. 134, 20, 1922. 
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register die héchste Aktivitat erhalt. In den am starksten verdiinnten 
Lésungen tritt ferner eine gesteigerte Inaktivierung ein. Es ist eine 
bekannte Tatsache, daB konzentrierte Enzymlésungen haltbarer sind 
als verdiinnte. In sehr verdiinnten Lésungen hat Wieland Inaktivierung 
nur durch Evakuierung, mittels Durchblasen von Luft oder Schiitteln 
im Schiittelapparat erreicht. 

Diese Versuche wurden einstweilen abgebrochen, da sich das 
Kaolinverfahren, wie im folgenden gezeigt werden soll, als bedeutend 
zweckmaBiger erwies. Bei den in meiner kiirzlich genannten Abhandlung 
besprochenen Versuchen konnte ebendieselbe Aktivitit schon mit 
einer Kaolinadsorption erreicht werden, die durch zwei Al(OH),- 
Adsorptionen und Elutionen bewirkt wurde. 

Mit Hilfe der mir jetzt zu Gebote stehenden gréBeren Mengen 
wurden in diesem Punkte bedeutend gréBere Effekte erzielt. 


7. Reingewinnung mittels des Kaolinverjahrens. 
In den Versuchen 1 und 7 wurde das Kaolinverfahren bei ver- 
schieden starken Konzentrationen der Elutionsfliissigkeit studiert. 


Tabelle XV la. 





Ausgangslosung 





Kaolin Konz 
Volumen Trockengewicht Katt NasHPO, Dialyse 
ecm & 2 £ 
800 3.04 64474 20,517 m 30 120 Stunden 
600 2.88 6562.5 41,034 0.846 Proz. 120 
‘ : Tabelle XVIb. 
Restlésung Endlosung 
T , r Aschens Eisengehalt 
Trockengewicht Kats Volumen | Trockengewicht Ketf. gehalt : gen 
2 com ® 
2,09 3940.9 510 0.0510 20 440.0 nin = 
1,062 0.0 700 0.2520 25 000.0 12.09 4.12 


Bei einem spateren Versuch erhielt ich eine Aktivitat von 22 250.0. 
Das Kaolinverfahren arbeitet somit besonders zufriedenstellend. Bei 
dessen Anwendung kénnen Aktivitaéten von 20000,0 bis 25000,0 un- 
mittelbar erreicht werden. Durch Wahl einer geeigneten Konzentration 
der Elutionsfliissigkeit kénnte man ferner dafiir sorgen, daB die Aus- 
beute an Trockensubstanz so zufriedenstellend wie mdglich ist, eine 
Aufgabe, die der Zweck der Bearbeitung in kommenden Versuchen 
sein soll. Bemerkenswert ist, daB trotz des Vorliegens eines so groBen 
Unterschieds in der Starke des Elutionsmittels die Aktivitat der er- 
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haltenen Praparate im Gegensatz zu dem vorher bei den Al(OH),- 
Adsorbaten Festgestellten so weit tibereinstimmend erhalten wurde. 
Man kénnte hieraus den SchluB zu ziehen wagen, daB eine einheitliche 
Substanz eluiert, doch ist das Versuchsmaterial fiir so weitgehende 
Betrachtungen zu gering. Tabelle XVIIIb sowie meine erste Ab- 
handlung enthalten ebenfalls kleinere Aktivitaten. 

Eines steht jedoch fest, nimlich, daB bei rationeller Reingewinnung 
des Enzyms Katalase nach modernen Methoden die Kaolinadsorption 
das Glied ist, welches auf die fraktionierte Fallung mit Alkohol 
folgen muB. 

In den kommenden Untersuchungen werde ich weiter die Méglich- 
keiten untersuchen, die Sache auf dieser Basis durch Al (O H),-Adsorption 
oder wiederholte Kaolinadsorption zu férdern. Durch diese Versuche 
wird es sich offenbaren, wo die héchst erreichbare Aktivitat liegt, doch 
will es mir scheinen, als ob ich ihr in den vorliegenden Versuchen bereits 
sehr nahe gekommen wire. 

Bevor ich auf eine nahere Beschreibung der Praparate, die das 
Resultat meiner bisherigen Arbeit sind, deren Eisengehalt und Ver- 
halten zu Blauséiure eingehe, weise ich zwecks naheren Studiums auf 
die im Anhang aufgefiihrten, bei meinen Reingewinnungsversuchen 
erhaltenen Primiarziffern hin, und will nun die Ausbeuten an Aktivitat 
und Trockengewicht bei den oben beschriebenen Reinigungsversuchen 
behandeln. 

8. Ausbeute an Aktivitat und Trockengewicht. 


Bei den obigen Versuchen erhielt ich folgende Anfangs- und End- 





praparate. . 
Tabelie XVII. 

Vere Ausgangslosung Endlosung Ausbeute an 

— Trockengewicht | Katt Trockengewicht Kat Trockengewicht Aktivitat 

Nr g 8 Proz Proz. 
3 2,76 4687.5 0.1044 11 444.4 3,78 9.24 
4 3,782 45082 0.0258 3 100.0 0.68 0.47 
5 2,664 6193.7 0.0144 10 875.0 0,54 0,95 
l 3,04 6447.4 0,0510 20 440.0 1,68 5,32 
7 2.88 6562.5 0.2520 25 000.0 8.75 33,33 


Das Al(OH),-Verfahren ergibt also im besten Falle etwa 10 Proz. 
Ausbeute an Aktivitit und 4 Proz. Ausbeute an Trockengewicht. 

Das Kaolinverfahren ergibt dagegen besonders mit starkerer 
Elutionsfliissigkeit weitaus bessere Resultate. 

In der Tabelle XVIIIa werden fiinf Parallelversuche tiber die 
Kaolinadsorption mit Enzymlésungen wiedergegeben, die aus dem 
in Kapitel 2 auf Eisengehalt untersuchten Praparat, Batfellis und 
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Sterns Hepatokatalase, erhalten wurden. Die Elution wurde hier 
in m/30 Phosphat vorgenommen, und die Versuche stellen insofern 
nichts Neues dar, die Endlésungen sollen jedoch in einem der folgenden 
Kapitel tiber Blausiurevergiftung von hochaktiven Katalasepriparaten 
zur Anwendung kommen. 


Tabelle X Villa. 





Totale Menge Totale Menge 
Vere Enzym in der Adsorbiert | Vers Enzym in der Adsorbiert 
such ursprunglich. | Aktivitat | mit Kaolin such urspringlich. Aktivitat mit Kaolin 
Losung sung 

Nr. PF 8 Nr g g 

l 0.4347 1137,8 4.1034 4 0,2560 2001.0 4,1034 

2 || 05781 1365,0 4.1034 5 0.2560 2001,0 4,1034 

3 | «60,4179 873,6 4.7873 





Tabelle X VIIib. 





Inaktivierung Totales 


’ me) Pa Ausbeute 

Tao” | SS | TSE | ome | 
Proz. g Proz. 
25.0 8 086.0 0,0101 16,51 7,107 mal 
68.8 22 250.0 0,0078 21,99 1630 . 
27,7 8 500.0 0,0099 23,05 aa 
28.9 8 356.0 0,0168 27,40 418 . 
35.4 8 538.0 0.0182 30,33 4,27 


” 


Anhang zu Kapitel II. 


Versuch 1. 

500 g Leber wurden mit 500 ccm H,O extrahiert. Das aus 415 cem 
bestehende Filtrat enthielt pro Kubikzentimeter 0,1256 g Trockensubstanz 
und ergab 1 : 5000 K = 0,0234; Kat.f. = 931,53. Dadie Leber eine Aktivitat 
von Kat.f. = 24,0 und einen Trockengewichtsprozent 29,02 Proz. hatte, 
war somit die Ausbeute an Trockensubstanz bei dieser Behandlung 
35,92 Proz. und die Ausbeute an Aktivitaét 404,6 Proz. 


350 ccm des obengenannten Filtrats wurden mit 175cem 96proz. 
Alkohol gefillt. Die dabei erhaltene Restlésung enthielt 0,0383 g/ecm 
und ergab 1: 5000 K = 0,0240. Das Volumen betrug 390 ccm. Aktivitat 
somit Kat.f. = 3133,2. 


375 cem der Restlésung wurden mit dem gleichen Volumen 96proz. 
Alkohols gefallt und die Fallung unmittelbar nach der Abzentrifugierung 
mit 800 cem H,O geschiittelt. Die so erhaltene Lésung enthielt 0,0038 g/cem 
und ergab 1: 5000 K = 0,0049; Kat.f. = 6447,4. 


Die gesamte erhaltene Lésung wurde mit 150 ccm Kaolinsuspension 
20,517 g adsorbiert. Hierbei wurden 31,25 Proz. des Trockengewichts 
und 27,42 Proz. der Aktivitét adsorbiert. Die letztere Proportion ist zwar 
weniger vorteilhaft, diirfte jedoch darauf beruhen, da®B die Adsorption 
in zu stark konzentrierter Lésung vorgenommen wurde, wobei die Ad- 


sorptionen weniger elektiv auszufallen pflegen. 
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Die Restlésung enthielt 0,0022 g/eem und ergab 1: 100 K = 0,0867; 
Kat.f. = 3940,9. 

Bei der letzten Elution wurden m/30 Phosphat sowie etwas Alkali 
angewanct. 

Die Elution ergab unmittelbar Ky, :;9. = 09,0088. Nach 120 Stunden 
Dialyse ergab sie Ky, -:.99 = 0,0244. Diese betrug 510ccem und enthielt 
0,0001 g/cem. Die Aktivitaét betragt somit 20440,0 und die totale Trocken- 
substanz 0,0510g. Die Inaktivierung wahrend 120 Stunden Dialyse 
= 72,27 Proz. 

Versuch 2. 


400g Leber mit 29,56 Proz. Trockengewicht wurden mit 400 cem 
H,O extrahiert. Von diesen 118,24g fanden sich 33,66 g oder 28,47 Proz. 
im Filtrat wieder. Dieses hatte Kat.f. = 898,8. 

Hierauf Fillung mit 138ccm 96proz. Alkohol und Zentrifugierung. 
Die Restlésung betrug hierbei 220ccm und enthielt 12,45g mit Kat.f. 
= 2084,0. 

Die Lésung wurde bis auf 600 cem verdiinnt und mit Toluol versetzt, 
sodann bis zum nachsten Tage stehengelassen, wobei Fiallung eintrat. 
Die Lésung wurde dekantiert, wobei die iiber dem Bodensatz befindliche 


Fliissigkeit eine Aktivitét von Kat.f. = 2466,0 zeigte, also eine schwache 
Aktivitatssteigerung. Die zusammengelegte Trockensubstanz betrug 
8,88 g. 


Jetzt wurden 200 ccm Al(OH),-Suspension zugesetzt, die 8,2 g Trocken- 
gewicht enthielt, und zentrifugiert. Riickstand in der Restlésung 2,74 g 
mit Kat.f.= 8,6. 

Die 660 ccm betragende Elution ergab unmittelbar Ky). ;999 = 0,0188, 
nach 48stiindiger Dialyse K, -j99 = 0,0107, und enthielt da auf 1 ccm 
0,00115 g Trockengewicht; Kat.f. = 9304,3. Die Trockensubstanz betrug 
somit insgesamt 0,7590 g. 

215 ccm hiervon, also mit einem Gehalt von 0,2473 g Trockengewicht, 
wurden mit 30 ccm Al(OH),-Suspension adsorbiert, die 0,7134 g Trocken- 
gewicht enthielt. 

Die Restlésung ergab 1: 1K 0,0861 und enthielt auf 5 cem 0,0022 g 
Trockengewicht. Es waren somit fast simtliche Aktivitaét sowie 56,41 Proz. 
der Trockensubstanz adsorbiert worden. Hier, gleichwie bei der ersten 
Adsorption, hatte weniger Suspension angewendet werden sollen. 

Die Elution wurde mit 1,269proz. Na,HPO,-Lésung vorgenommen. 
Die Lésung war vollkommen klar und von rotgelber Farbe, betrug 98 ccm 
und ergab unmittelbar K, -:999 = 0,0133. 

Nach 120 Stunden Dialyse ergab dieselbe jedoch nur K,.- 9. = 0,0154 
und enthielt 0,0034 g auf 10 cem; Kat.f. = 4529,4. Gesamttrockengewicht 
0,0333 g. 

Am niichsten Tage wurde ein anderer Teil des Dialysates nach voraus- 
gegangener Al(OH),-Adsorption fiir weitere Reinigung mit Kaolin- 
adsorption in Gebrauch genommen. 

Das Dialysat ergab nun Ky, -i9. = 0,0086 und enthielt auf 5 ccm 
0,0054 g Trockengewicht, Kat.f. = 7963,0. 

350 cem hiervon, mit einem Gehalt von 0,3780g Trockengewicht, 
wurden mit 25 cem Kaolin adsorbiert, das 3,4195 g Verdunstungsriickstand 
enthielt. 

Die Restlésung ergab 1: 100 K 0,0513 und enthielt 0,0008 g/ccm. 
Kat.f. = 6412,5. 20,64 Proz. des Trockengewichts wurden adsorbiert. 
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Die Elution, die in 1,269proz. Phosphat ausgefiihrt wurde, hatte 
eine gelbrote Farbe, war vollkommen klar und ergab 1: 1000 K = 0,0195. 
Nach 120 Stunden Dialyse ergab sie nur Ky: = 0,0065 und enthielt 


0,0020 ¢/10 cem; Kat.f. = 3250,0. 

Eine Probe auf die Elution nach der ersten Al(OH),-Adsorption ergab 
nach insgesamt 120 Stunden wihrender Dialyse K,-j99. = 0.0316 und 
enthielt 0,0049 g/10 ccm; Kat.f. 6449.0. 


Inaktivierung bei den Dialysen. 





Erste Elution, 2 Tage 43,09 Proz. 
a eae ee eee ee er ee ae 54.26 . 
‘ s a « a ee ee eee ee 83,19 , 
Elution nach der zweiten Al(OH),-Adsorption, 5 Tage . 88,42 
Ms » Kaolinadsorption, 5 Tage . ‘Tee 96 67 


Versuch 3. 

500 g ganz frischer Leber wurden mit 500ccm H,O extrahiert. Das 
Filtrat von 500 cem enthielt 0,1432 g/cem und ergab 1: 5000 K = 0,0149; 
Kat.f. §20,3. 

Dieses Filtrat wurde mit 250 ccm Alkohol bei 0° gefallt und zentri- 
fugiert. Die Restlésung wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol gefalit, 
die so erhaltene Fallung abzentrifugiert und mit 600 ccm H,O 3 Stunden 
im Schiittelapparat geschiittelt. 

Die so erhaltene Lésung enthielt 0,0048 g/ccm und ergab 1: 5000 K 

= 0,0045; Kat.f. = 4687,5. Trockengewicht insgesamt 2,76g¢ und 
Volumen 575 ccm. 

Hierauf wurde mit 150 ccm Al(OH),-Suspension = 3,567 g Trocken- 
gewicht adsorbiert. 

Die Restlésung ergab 1: 100 K 0,0067 mit 0.0106 2/10. cem; Kat.f. 
- 632,1 mit einem Gesamttrockengewicht von 0,7685 cg. 

Die sofortige Ejution ergab 1 : 1000 K 0,0220 und betrug 485 ccm. 

Nach der Dialyse wahrend der Nacht war das Resultat am nichsten 
Morgen 1: 1000 K = 0,0150 mit 0,0275¢ auf 10ccm; Kat-f. 5454.5. 

Das Volumen betrug jetzt 475cem. Nun wurde mit 75 cem Al(OH),- 
Suspension = 1,7835 g Trockengewicht adsorbiert. 

Die Restlésung ergab Ky: = 0,0192 und enthielt 0,0144 g/10 cem; 
Kat.f. 1333,3. Gesamttrockengewicht 0,7920 g. 

Die Elution belief sich auf 290 cem und ergab unmittelbar 1: 1000 K 
= 0,0163. Nach 120stiindiger Dialyse ergab dieselbe 1: 100 K = 0,0412 
und enthielt 0,0036g¢/10cem; Kat.f. 11444,4. Gesamttrockengewicht 


0,1044 ¢. 
Inaktivierung bei den Dialysen. 





Erste Elution, 24 Stunden ... . 31,82 Proz. 
Zweite Elution, 120 Stunden ... ae -« 


Versuch 4. 


Bei der Extraktion von 500g Leber wurden 435 ccm Filtrat erhalten, 
welches fraktioniert mit Alkohol gefaillt wurde. Die letzte Fallung wurde 
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mit Wasser 3 Stunden geschiittelt. Nach der Filtrierung erhielt man eine 
Lésung von 620 ccm, welche auf 2 cem 0,0122 ¢ Trockensubstanz enthielt 
und 1: 5000 K = 0,0055 ergab; Kat.f. = 4508,2. 

Nach Anséuerung mit 30 ccm 0,1n HAc wurde mit 275 cem Al(OH),- 
Suspension = 6,540g Trockengewicht adsorbiert. Hierauf wurde mit 560 ccm 
0,423 proz. Na,H PO,-Lésung eluiert und 93ccem 0,1n CH,COOH zu- 
gesetzt. Die Elution ergab unmittelbar 1: 1000 K 0,0153. Nach 
48-stiindiger Dialyse wurde K,: 999 = 0,0106 erhalten, wobei die Lésung 
0,0043 g/5ccm enthielt; Kat.f. = 12325,6. Die Restlésung von 930 cem 
enthielt auf 2 ccm 0,0042g und ergab 1: 100 K = 0,0131; Kat.f. = 623,8 
Gesamttrockensubstanz 1,953 g. 

Nach der Dialyse wurde mit 280 cem Al(OH),-Suspension mit 6,6584 g 
Trockengewicht eine zweite Adsorption vorgenommen. 

Die Restlésung enthielt 0,0004 ¢/l ccm und ergab 1: 100 K = 0,0079; 
Kat.f. 1975,0. Gesamttrockengewicht 0,3740¢; Volumen 935 ccm. 

Nach 168 Stunden Dialyse ergab die Lésung Ky: y. = 0,0031, nachdem 
sie im Anfang K, - 999 0,0063 ergeben hatte. Sie enthielt da 0,0001 g/ecm 
und hatte ein Volumen von 258cem. Gesamttrockengewicht 0,0258 g; 
Kat.f. 3100.0. 

Inaktivierung bei den Dialysen. 





Erste Elution, 48 Stunden ... . 30,72 Proz 
Zweite Elution, 168 Stunden .. . 95,08 


Versuch 5. 

500 g Leber ergaben 350 ccm Filtrat und wurden zuerst mit 175 ecm 
und danach mit 365 ccm gefallt. Die letztere Fallung wurde mit 600 ccm 
H,O geschiittelt. 

Die Schiittellésung enthielt 9,0444¢/10cem und ergab 1: 5000 K 


= 0,0055; Kat.f. = 6193.7. Gesamttrockengewicht 2,664 g. 
Hierauf wurde mit 300 cem Al(OH),-Suspension (= 7,134 g) adsorbiert. 
Die Restlésung enthielt 0.0104 ¢/10cem und ergab 1: 1K 0,0076; 
Kat.f. = 7,31. Totaltrockengewicht 0,936 g. 


Die Elution ergab unmittelbar 1: 1000 K 0,0083 und nach der 
Dialyse bis zum folgenden Tage 1: 1000 K = 0,0054. Diese enthielt 
0,0108 ¢/10 ccm bei einem Volumen von 1000 cem. Gesamttrockengewicht 
108g. Kat.f. = iiber 5000,0. 

Ein Teil der Elution dialysierte insgesamt 6 Tage und hatte dann 
Kat.f. = 2124,5. Hierbei hatte sich das Trockengewicht von dem ur- 
spriinglichen auf 29,63 Proz. vermindert, und die Aktivitaét war gleichfalls 
von der urspriinglichen auf 12,59 Proz. herabgegangen. 

Der gréBte Teil der Elution wurde am nachsten Tage mit 200 ccm 
Al(OH),-Suspension (= 4,756 g) adsorbiert. 

Die 910 ccm betragende Restlésung enthielt 0,0060g¢/10cem und 
ergab 1:1K = 0,0046; Kat.f. = A Gesamttrockengewicht 0,5460 g. 

Die Elution, welche 180 ccm umfaBte, ergab unmittelbar 1: 1000 K 
= 0,0126 und nach 120stiindiger Dialyse Ky: = 0,0087 und enthielt 
0,0008 g/10 ccm; Kat.f. = 10875,0. Totaltrockengewicht 0,0144 g. 

Das Schlu8préiparat wurde im Hinblick auf den Aschen- und Eisen- 
gehalt untersucht. 
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Inaktivierung bei den Dialysen. 





Erste Elution, 24 Stunden... . | 34,94 Proz. 
- = 144 ne —- « oe 
Zweite Elution, 120 Stunden . . . | 93,10 


Versuch 6. 
Die Elutionswirkung des Phosphats auf das Al(OH),-Adsorbat. 


500g Leber wurden extrahiert und fraktioniert gefallt. Hierbei wurde 
spater eine Schiittellésung von 600ccm erhalten, welche 1 : 5000 K = 0,0042 
ergab und 0,0292g auf 5ccm enthielt; Kat.f. = 3595,9; Geanettees ken- 
gewicht 3,504 g. 

Diese Lésung wurde mit 300 cem Al(OH),-Suspension (7,134g Trocken- 
gewicht) adsorbiert. Die Restlésung ergab 1: 100 K = 0,0307 und enthielt 
0,0082g¢ auf 5cem; Kat.f. = 1872,0; Gesamttrockengewicht 1,476 g. 

Das Adsorbat wurde in Wasser aufgeschwemmt. Die Suspension 
ergab 1: 5000 K = 0,0044 und enthielt auf 5ccm 0,1321g. Die Aktivitat 
der adsorbierten Trockensubstanz stellt sich somit auf Kat.f. = 3761,9. 

Vorher waren vier verschiedene Lésungen von Na,HPO,, und zwar: 
1. 0,424-, 2. 0,212-, 3. 0,042- und 4. 0,04proz., zubereitet worden. Die 
Aciditat derselben hatte folgende Werte: 





1 2 3 4 


50cem der Adsorbataufschwemmung wurden 10 Minuten mit dem 
gleichen Volumen der obengenannten Lésungen geschiittelt, hierauf 
zentrifugiert und mit CH,COOH bis auf ein Volumen von 100 ccm 
neutralisiert. Die Lésungen ergaben unmittelbar daraut : 





< 


1 2 3 4 
K1: 100 0,077 0,0329 0,0025 0,0020 
Wie ersichtlich, ist die eluierte Menge Aktivitét von der Phosphat- 


menge deutlich abhaingig. Auf die Aktivitaét des Adsorbats betragt sie, 
ausgedriickt in Prozenten: 





1 2 3 4 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
70,1 29.91 2,27 1,82 


Nach 96stiindiger Dialyse erhielt ich folgende Werte: 





Dialyse n:r: 1 2 3 4 
Ki:100 0.0195 0.0151 | Ky:19 0,0224 00,0033 
Troe -kengewic ht auf 5com in B 0.0020 0.0009 0.0010 0.0005 
Katfi.= ... ae ' 4875.0 8388.9 1120.0 330.0 
Inaktivierung in Proz. cee, ug 74,71 54,10 10,40 83,50 
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Versuch 7. 


Nach der iiblichen Extraktion und fraktionierten Fallung mit Alkohol 
wurde eine Schiittellédsung von 600 ccm erhalten, welche 0,0240 ¢ 5 cem 
enthielt und 1: 5000 K = 0,0063 ergab; Kat.f. 6562.5. Gesamttrocken- 
gewicht 2,88 g. Dieses wurde mit 300 cem Kaolin-Suspension = 41,034 ¢ 
Trockengewicht adsorbiert. 


Die Restlésung enthielt insgesamt 1,062 g inaktive Trockensubstan,. 


Die Elution wurde mit 0,846proz. Phosphat vorgenommen. Diese 
betrug 700 ccm. Die Lésung ergab unmittelbar K, : yoo 0.0147 und ent- 
hielt 0,0431 g¢/5cem. Nach 48stiindiger Dialyse wurden K,- so90 0,0103 
und 0,0041 ¢/5cem erhalten. Kat.f. = 12561,0 und nach 120stiindiger 
Dialyse Ky: y999 = 0,0090 und 0,0018 g/5cem; Kat.f. = 25000,0. 

Das Praparat mit Kat.f. = 25000,0 wurde auf Aschen- und Eisengehalt 
sowie Stickstoff untersucht. Aschengehalt 12,09 Proz., Eisengehalt 


4,12 Proz., Stickstoffgehalt 12,94 Proz. 


Inaktivierung bei den Dialysen. 





Elution nach 48 Stunden ... . 29.93 Proz. 
120 a ae Sos 38,78 


DaB diese Inaktivierungen, im Vergleich zu den vorhergehenden 
vering sind, diirfte darauf beruhen, daB es bedeutend leichter ist, die Kaolin- 
elutionen vollkommen klar zu erhalten, was demgegeniiber mit den Al(O H),- 
Adsorbaten, auch bei Anwendung von Kieselgur beim Filtrieren, fat 
unmdglich ist, da das Adsorbens in alkalischer Lésung in kolloidale Lésung 
iibergeht. Spéater tritt eine sehr unbedeutende Fillung ein, die jedoch 
ein wenig adsorbiertes Enzym enthalt. 


Illa. Der Eisengehalt hochaktiver Katalasepriiparate. 


Die Enddialysen aus den oben beschriebenen Reingewinnungs- 
versuchen bestanden aus klaren Lésungen, die jedoch nach und nach 
etwas mehr kolloidal wurden, um zuletzt Fallungen abzusetzen. Der 
Riickstand nach der Verdunstung bestand aus einer hornartigen, griinen 
Substanz. 


In den Versuchen 3, 5 und 7 wurden die Endprodukte auf Aschen- 
und Eisengehalt untersucht, auBberdem ergaben die Adsorptionen in 
Tabelle XVIII ein Gesamtpriparat, mit welchem dieselben Be- 
stimmungen vorgenommen werden konnten. 

Nach der Einaischerung auf dem Meckerbrenner in der Quarz- 
schale verblieb ein braunlich-weiBer Riickstand. Dieser wurde mit 
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KHSQO, aufgeschlossen und dann der Eisengehalt nach Friedenthals 
und Lachs’ oben zitierter kolorimetrischer Methode bestimmt?). 

Warburg hat bei seinen Untersuchungen tiber die Oxydation der 
Aminosiuren, wie ich bereits hervorhob, gefunden, daB Eisen in lebenden 
Zellen und in Blutkohle einen Sauerstoffverbrauch von gleicher GréBen- 
ordnung pro Gewichts- und Zeiteinheit bewirkt, und er sieht in diesem 
Umstand eine Stiitze fiir seine Theorie itiber die Mechanik der Oxydations- 
prozesse. Ferner hat Willstdtter*) bei seiner ersten Untersuchung tiber 
die Peroxydase die Eisengehalte der Praparate verschiedenen Reinheits- 
grades studiert und aus der eventuellen Aktivitaét des vorhandenen 
Kisens gewisse Schliisse betreffs der Peroxydase als Eisenverbindung 
gezogen, auf welche ich spiater zuriickkommen werde. 

Es war deshalb von groBem Interesse zu sehen, in welcher Pro- 
portion die Aktivitét meines Praparats, auf die Eisenmenge als einzige 
aktive Gruppe gerechnet, zu diesen bereits vorhandenen Werten stehen 
wiirde. 

Warburg driickt seine Aktivitaten in folgenden Dimensionen aus: 

cmm O,/mg Fe . Stunde. 


Die héchste Aktivitat beim Eisen hat er bei dessen Katalyse der 
Oxydation Cystein zu Cystin gefunden, und diese betrug in oben- 
stehendem MaBe %) : 


4000000 cmm O,/mg Fe . Stunde. 


Der Berechnung der vorliegenden GréBe fiir die Priaparate, die 
nach dem Obenstehenden atf ihren Eisengehalt gepriift wurden, 
konnten die unmittelbar erhaltenen Ziffern nicht zugrunde gelegt 
werden, da die Versuchszeiten nur 25 Minuten betrugen. Einfache 
Aufproportionierung kann nicht vorgenommen werden, weil die Um- 
satzkurve logarithmisch ist. 

Aus dem Umstand, daB, wie Tabelle I, S. 319, zeigt, die Reaktions- 
konstante innerhalb weiter Grenzen unabhingig von der Substrat- 
konzentration ist, kann man annehmen, daB die urspriingliche Normalitat 
H,0, bei den Versuchen, bei denen die Aktivitat des genannten Praparats 
bestimmt wurde, 0,01 betrug. Mit der bekannten Aktivitat, dem Trocken- 
gewicht Enzym auf 50ccm Reaktionsmischung sowie der Ausgangs- 
normalitat kann die Normalitat H,O, in der Reaktionsmischung nach 
60 Minuten berechnet werden. ° 


\) Siehe S. 320. 
*) Willstdtter, Liebigs Ann. 416, 21; 422, 47; 480, 269. 
3) Diese Zeitschr. 152, 481, 1924. 
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Mit Hilfe der Anfangs- und Endkonzentration fiihrt weiter eine 
einfache Rechnung zu dem entwickelten Sauerstoffvolumen. Dasselbe 
wird seinerseits mit dem Produkt der zu 50 cem Reaktionsmischung 
zugesetzten Enzymmenge und deren entsprechendem Prozentgehalt 
Eisen dividiert. 

Die Tabelle XIX enthalt die Primarzahlen und das Resultat dieser 
Berechnungen. 

Tabelle XIX. 





Trockengewicht Fisengehalt 


Aktivitat in 3) com Reaktionsmischung cmm Op» mg Fe . Stunde 
8 Proz. 
10 113.7 0.000 004 3.67 19 000 000 
114444 0,000 003 6 3,33 23 280 000 
10 875.0 0,000 000 8 3,89 62 930 000 
25,000 0,000 000 36 4,12 134 340 000 


Auffallig ist der relativ tibereinstimmende Eisengehalt bei den 
verschiedenen Priparaten, obgleich dieselben auf ziemlich getrennten 
Wegen erhalten wurden. 

Die berechneten Umsiatze in der letzten Kolumne stellen betreffs der 
Grébe eine gute Illustration tiber die erreichten Aktivitaten der besten 
Priiparate dar. Dieselben iibertreffen Warburgs entsprechende Zahlen um 
einige hundert Male. Da sich der absolute Umsatz auf diese Dimensionen 
belauft, verschwindet hierbei das Verhaltnis zwischen zugesetzter 
Enzymmenge und entsprechend zugesetzter Eisenmenge, weshalb diese 
Ziffern, wie es bei Willstdtter der Fall ist, weder fiir noch gegen die 
Annahme des Eisens als einziger aktiver Gruppe im Enzym Katalase 
sprechen. 

Willstdtter und Stoll gelangen in der ersten Abhandlung iiber 
Peroxydase zu recht hohen Eisengehalten. Wenn auch der Eisengehalt 
mit dem Reinheitsgrad steigt, lassen die Verfasser doch die Frage des 
Eisens als die aktive Gruppe offen, da der Umsatz, auf das vorhandene 
Eisen gerechnet, unwahrscheinlich groB zu werden scheint. Die Ver- 
fasser schreiben iiber diesen Umstand wie folgt!): 

Unter der Voraussetzung, organisch gebundenes Eisen sei der 
Trager der peroxydatischen Wirkung, treffen bei einem Praparate von 
der Purpurogallinzahl 700 und dem Eisengehalt 0.5 Proz. bei einer 
Hydroperoxydkonzentration von 1 : 40000 in 5 Minuten auf 1 mg Fe 
an gebildetem Purpurogallin 140000 mg. Nimmt man an, die Bildung 
des Purpurogallins (C,,H,O;) erfordere 2), bis 3 Mole Hydroperoxyd, 
so wiirden auf 1 At. Fe in einer Sekunde 297 bis 355 Mole Hydro- 
peroxyd umgesetzt werden. Das ist ein auBerordentlich hoher Wert fir 


1) Wellstdtter und Stoll, Liebigs Ann. 416, 62, 1918. 
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die Umsetzungsgeschwindigkeit, namentlich in Anbetracht der geringen 
Konzentration des Hydroperoxyds und der komplizierten Oxydations- 
reaktion. Diese Betrachtung macht den stéchiometrischen Anteil des 
Eisens sehr unwahrscheinlich.* 

In seiner spiteren Abhandlung findet Wil/stdtter bedeutend weniger 
Eisen in Praparaten mit héherer Peroxydasewirkung. 

Berechnet man die Aktivitat bei meinem besten Praparat in der 
obenstehenden Tabelle XIX nach Willstdtters Prinzip, so erhalt man 


186.05 Mol. H,O,/Atm. Fe . Sekunde. 


Da der Eisengehalt im vorliegenden Praparat bis zu 4,12 Proz. 
betragt, darf ein Umsatz von den oben angegebenen Dimensionen als 
wahrscheinlich angesehen werden kénnen. Auch wenn die aktive Gruppe 
der Katalase aus etwas anderem als Eisen bestehen wiirde, werden die 
auf diese Gruppe gerechneten Umsiitze eine entsprechende Hohe er- 


reichen. 


Ilib. Versuche iiber die Inaktivierung mit Salzsiiure und Abdialysierung 
von eventuell gebildetem Eisenchlorid. 

Um zu ergriinden, ob die Katalase, soweit sie eine Eisenverbindung 
ist, mit Sauren gespalten und dann durch Zusatz von nevem Eisen 
regeneriert werden kann, wurde folgender Versuch ausgefiihrt: 

5cem Enzymlésung, Kat.f. = 8500.0, mit dem Gehalt von 
0,00045 ¢ Trockensubstanz wurden 0,5ccm 0.ln HCl zugesetzt. 
Hierbei verschwanden 97,6 Proz. der Aktivitat. Nach der Dialyse konnte 
jedoch auch bei Anwesenhéit von Eisensalzen keine Regeneration der 
Aktivitét vermerkt werden. Die Salzsiure kann aber eine zu starke 
Einwirkung auf die aktiven Gruppen des Enzyms ausgetibt haben, um 
die Wiederherstellung der Aktivitat zu ermdéglichen. 


Ille. Das Verhalten des Enzyms Katalase zu Eisensalzen. 

In meiner ersten Veréffentlichung beschaftigte ich mich etwas 
mit dem Verhalten des Enzyms zu Eisensalzen, und zwar um eine 
Aktivierung mit denselben sowie mit Mangansalzen zu bewirken. Zu 
diesem Zeitpunkt waren mir die Arbeiten, die G. Lockemann, Thies, 
Wichern'), Farve?) und Santesson*) ausgefiihrt haben, noch nicht bekannt. 


1) G. Lockemann, Thies, Wichern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 390, 
1909. 

2) Farve, diese Zeitschr. 38, 32, 1911. 

8) Santesson, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 59, suppl., 469, 1908: 
Skand. Arch. f. Physiol. 28, 99, 1909; 32. 405, 1915; 38, 97, 1916; 39, 132, 
1920; 39, 236, 1920; 42, 129, 1922; 44. 262, 1923. 
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Farve fabt die Resultate Lockemanns, Thiers und Wicherns folgender 
maben zusammen : 

.,Erstens: Die hemmende Wirkung der Eisensalze duBert sich je nach 
der zur Katalaselésung hinzugefiigten Menge dieser Salze in eigenartiger 
GesetzmaBigkeit. Bei VergréBerung der Menge wichst auch die hemmende 
Wirkung auf das Ferment fast bis zur vollkommenen Inaktivierung des- 
selben. Setzt man zu solch einer Mischung Wasserstoffsuperoxyd, so 
wird dasselbe nur in sehr geringer Menge zersetzt. Darauf auBert sich bei 
weiterer Erhéhung des Eisengehalts wiederum die katalytische Wirkung 
in wachsender Intensitit. 

Zweitens: Diese Erscheinung ist um so bemerkenswerter, als diese 
Eisensalze an und fiir sich katalytische Fahigkeit besitzen und man glauben ' 
sollte, daB zwei Katalysatoren — das Eisensalz und die Katalase in 
einer Mischung den Effekt erhéhen miiBten; allein sie wirken hemmend 
aufeinander.** 

, Die Oxydsalze wirkten bei gleicher Eisenkonzentration im Versuch 
stirker katalytisch und hemmten die Katalase starker als die Oxydulsalze.** 

Farve und Santesson machten ahnliche Erfahrungen. Ferner hat 
Wieland in einer kiirzlich erschienenen Abhandlung') die Aktivitét der 
Fisen-Ammoniak-Alaunlésung gegeniiber H,O, studiert, sowie das Ver 
halten der Reaktion zur Blausiéure, worauf ich im nichsten Kapitel zuriick 
kommen werde. 

Spring*), der Entdecker der beschriebenen Aktivitét der Eisensalze, 
schreibt dieselbe dem durch Hydrolyse gebildeten Hydrat zu. Bredig*) 
sieht dagegen die Bildung einer Verbindung zwischen H,O, und Eisen 
bzw. Eisenhydrat als das Prinzip der Tiatigkeit an. 

Duclaux*) wiederum schreibt die Aktivitaét den nicht hydrolysierten 
Eisenionen zu. Manchot*) hat sich iiber die Bedeutung des Eisens bei den 
Oxydationsprozessen orientiert. Wieland schlieBt sich Bredigs Auttassung an. 

Die Frage lieBe sich untersuchen, wenn der Grag der Hydrolyse und 
die Aktivitat bei verschiedenen py, bestimmt wiirde, das Wahrschein- 
lichste ist aber wohl die Bildung einer Verbindung in vollstandiger 
Analogie mit den Enzymreaktionen und anderen Katalysereaktionen 
wie die Hydrolyse von Estern®). 


IVa. HON-Vergiftung der hochaktiven Priiparate. 
Das Verhalten des Enzyms Katalase zur Blausiure ist von 
mehreren Forschern behandelt worden, so unter anderen von Nenter’), 
Rona, Fiegel und Nakahara®) und zuletzt von Wieland 


') Wieland, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorginge IX. 
Liebigs Ann. 445, IS1, 1925. 

*) Spring, Bull. de ’Acad. roy. d. Se. de Belg. (3) 30, 32, 1895 

3) Brediq, Zeitschr. f. physik. Chem. 31, 279f., 1899. 

*) Duclaux, C. r. de VAcad. d. Se. 145, 802, 1907. 

5) Manchot und Herzog, Zeitschr.f. anorg. Chem. 27, 397, 1901; Manchot 
und Wilhelms, Ber. d.d. chem. Ges. 34, 2479, 1901; Manchot, Liebigs Ann. 
325, 93, 1902. 

') K. G@. Karlsson, Inaug.-Diss. Stockholm 1925. 

*) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257, 1903; 51, 673, 1905. 

8) Rona, Fieqel und Nakahara, diese Zeitschr. 160, 272, 1925. 
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Das gesamte Problem betreffs des Einflusses der Stoffe auf die 
Katalasewirkung muB jedoch von einem neuen Gesichtspunkt aus 
erforscht werden, namlich hinsichtlich des Einflusses der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf die Salzwirkung. Die Beachtung der Aciditat 
bei Vergiftungsversuchen wurde durch die Versuche von Eulers und 
M yrbécks') von groBer Bedeutung. 

Die Frage des Verhaltens der Blausiure zur Katalase wurde wieder 
aktuell, nachdem, wie in der Einleitung hervorgehoben, Warburg beim 
Aufstellen seiner Oxydationstheorie HCN als spezifischen Vergifter 
aller Katalysatoren zu Oxydationsprozessen hinstellt. Hierbei mul 
man wieder auf das sehr verschiedenartige Verhalten des Enzyms in 
vivo und in vitro Riicksicht nehmen. Nach Dunker und Jodlbauer®) ist 
die Empfindlichkeit fiir Blausaure im ersteren Falle bedeutend geringer 
als im letzteren. 

Alle Versuche, durch Vergiftung der Katalase eine Anhiufung 
von H,O, in irgendeinem Gewebe zu bewirken, scheinen miBgliickt 
zu sein; dies kann jedoch die Theorie, H,O, sei ein intermediires 
Produkt bei der Oxydation, ebensowenig abschwichen, wie der Umstand, 
daB man Formaldehyd als erstes Produkt bei der Assimilation nicht 
hat nachweisen kénnen, die diesbeziigliche Theorie anzugreifen nicht 
imstande ist. 

Mc Leod und Gordon*) haben dagegen ermittelt, dab (anaerobe) 
Pneumokokken, welche von Katalase frei waren, H,O, bei Anwesenheit 
von Sauerstoff bilden. 

Auf diesem Gebiete hat ferner Warburg) eine kleinere Untersuchung 
gemacht. 

Der Reinheitsgrad eines Enzyms ist natiirlich von allergrébter 
Bedeutung fiir das Resultat einer Vergiftungsuntersuchung, und im 
allgemeinen sieht man die Reversibilitat und zeitliche Unveranderlich- 
keit der Vergiftung als die Kriterien eines hohen Reinheitsgrades an, 
ebenso wie es selbstverstindlich ist, daB die Menge des Vergifters in 
angemessenem Verhiltnis zur Enzymmenge steht. Senter®) war der 
erste, welcher eine GréBenordnung der Vergiftung fiir Blutkatalase 
aufstellte. Die folgende Tabelle gibt die Ziffern hieriiber in bearbeiteter 


Form wieder. 


1) von Euler und Myrbdck, Svensk. kemisk tidskrift, Dee. 1922; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 297, 1923; Myrbdck, Svenska Vet. ak. 
ark. 8, Nr. 29 und 32. 

2) Dunker und Jodlbauer, diese Zeitschr. 38, 253, 1911. 

3) Mc Leod und Gordon, Biochem. Journ. 16, 499, 1922; Journ. of 
Path. and Bact. 26, 332, 1923; 28, 155, 1925. 

4) Warburg und 7. Uyesugi, diese Zeitschr. 146, 486, 1924. 

5) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 307, 1903. 














Zur Kenntnis der Katalase usw. 347 





Ertorderliche Zeit Erforderliche Zeit 


n.10-" HCN fur einen ae n.10-*HCN Sie einen V a 
SO proz. Umsatz = : x. 5S) proz. Umsatz . t 
Minuten Proz. Minuten Proz 
—_ 40 - 10 ill 63,96 
4 65 38,46 20 188 78.72 


Eine ahnliche Untersuchung mit Hamaselésung ergab?): 





Vergittungs- Vergiftungs- 


0 W0\"HEN  Reaktionskonstante tad n-10-HCN) Resktionskonstante | gred Ys 
Proz ~— Pros 
_ 0,0173 2,0 0,0062 64,16 
" 0.0119 31,21 4,0 0,0040 76,88 


Es folgt ferner ein Referat itiber Jkedas Untersuchung iiber die 
entsprechende Empfindlichkeit der Platinkatalyse 2). 





Ertorderliche Zeit Vergiftungsgrad Y 


n.10-* HCN X tur einen Sproz. Umsatz 
Minuten Proz 
— 75 
0.05 15,4 51,30 
4.00 22.0 65,91 


Die Tabelle veranschaulicht, daB der Vergiftungsgrad von der 
Reinbeit des Enzyms abhangig ist; in welchem Grade dies der Fall 
ist, geht avs den Versuchen nicht hervor, da die Aktivitaten unbekannt 
sind. Bemerkenswert ist ferner, daB die Empfindlichkeit des Platins 
um so viel starker ist als die des Enzyms (s. Abb. 1 auf 8. 350). 

AuBerdem stellt Senter die Vergiftung bei Durchliiftung einer 
Mischung von Enzym und Blausaure als reversibel fest. Dieses habe 
ich bei meinen Priaparaten gleichfalls konstatiert. 

10cem Enzymlésung, Kat.f. rund 8000, welche 1:3 A = 0.0340 
ergab, wurden mit 10cem HCN-Lésung und 10 ccm Phosphatpuffer 
Py = 6,80 gemischt. 

Von dieser Lésung erhielt ich hierbei K = 0,0059, nach 2 Stunden 
Durchliiftung K = 0,0152 und nach 3%, Stunden Durchliiftung 
K 0,0339, also volle Regeneration’). 

Wieland weist dagegen in seiner letzten Abhandlung das entgegen- 
gesetzte Resultat nach, er fiihrt diesen Umstand jedoch auf eine andere 


') Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 309, 1903. 

*) Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 310, 1903. 

3) HCN bestimmte ich nach Volhard. Es wurden jede Woche neue 
Losungen bereitet, da die Giftwirkung derselben mit der Zeit abnimmt. 
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Ursache zuriick, namlich die, daB das Enzym in der zur Anwendung 
kommenden, starken Verdiinnung schon allein durch die Schiittelung, 
die der Luftstrom bewirkt, inaktiviert wird. 

Nebenbei konstatierte er, daB die Giftwirkung geringer wird, wenn 
man einer bestimmten Enzymlésung HCN-Lésung zusetzt und man 
dann entweder vor oder nach der Inkubationszeit mit H,O verdiinnt. 

Wieland zieht hieraus den SchluB, daB die Blausiurevergiftung 
der Katalase ausschlieBlich eine Adsorptionserscheinung ist. 

Die Grenze zwischen Adsorptionsverbindung und chemischer Ver- 
bindung ist bekanntlich dehnbar. H. von Euler iuBert sich in dieser 
Angelegenheit wie folgt: 

»,Die Adsorption ist im Wesentlichen ein chemischer Vorgang, d. h. er 
wird durch die allgemein giiltigen chemischen Gleichgewichtskonstanten 
und durch die Lésungstensionen (Zersetzungsspannungen) im Sinne der 
Nernstschen Theorie geregelt*).* 

Warburg erklart ebenfalls, daB die Vergiftung von Oxydations- 
prozessen mit Blausiure nicht durch die Bildung einer chemischen 
Verbindung zwischen Eisen und Blausiure bedingt ist, sondern durch 
eine losere adsorptive Verbindung. 

Die Abhingigkeit von der Verdiinnung, die Wieland bei der ge- 
nannten Vergiftung konstatierte, kann bei der Annahme, daB die 
Inaktivierung durch chemische Bindung zustande kommt, auf Hydro- 
lyse dieser Verbindung zwischen Vergifter und Enzym zuriickgefihrt 
werden, weshalb sich jeder Gedanke an losere adsorptive Bindungen 
erlibrigt. Dasselbe Phinomen liegt ja auch bei der Spaltung von H,O, 
mit Eisensalzen und der Vergiftung dieses Katalysators mit Blausiure 
vor. Senter machte ferner die Erfahrung, da8 die Blausdurevergiftung 
von der Inkubationszeit abhangig ist. Wurde H,O, mit HCN gemischt 
und Blutlésung zugesetzt, so war weniger Zeit fiir 50 Proz. Umsatz 
erforderlich, als wenn man HCN und Blut mischte und die Mischung 
nach 1, Stunde auf ebendieselbe Menge H,O, einwirken lief. 

Meine eigenen Enzymlésungen weisen dieselbe Eigenschaft auf, 
jedoch in bedeutend geringerem Grade. 

Die obige Enzymlésung, welche 1:3 K = 0.0340 ergab, wurde in 
gleichem Grade, aber mit derselben Menge HCN-Lésung verdiinnt. 
Sie ergab hierbei K = 0,0059. Das Enzym hatte somit eine Vergiftung 
von 82,65 Proz. erfahren. Aus der Tabelle XX ist ersichtlich, daB eine 
Regeneration der Aktivitaét mit der Zeit nicht vor sich geht, sondern 
daB sich im Gegenteil ein langsames Abnehmen derselben geltend 
macht. Ebensowenig konnte eine Aktivitaét durch Zusatz von Eisen- 


1) H. von Euler, Chemie der Enzyme 1, 85. 
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salzen zur Lésung bewirkt werden, was ebenfalls aus dem in der 
Tabelle XX aufgezeichneten Versuch hervorgeht. 


Tabelle XX. 





Zeit nach Herstellung 


der Mischung Reaktionskonstante Anmerkungen 
Stunden 
0 0.0059 
4 0,0054 
22 0,0046 Mit 0,000 003 58 n FeCl,, A = 0,0048 
27 0,0042 


Rona, Fiegel und Nakahara (\.c.) konstatieren dagegen die Vergiftung 
wahrend des Verlaufs der Reaktion als reversibel. 


IVb. Die Abhingigkeit des Verziftungsgrades von der Aktivitét und dem 
Eisengehalt bei hochaktiven Katalasepriparaten. 
Die urspriingliche Lésung fiir die erste Adsorption in Tabelle X Villa 
auf 8S. 336 hatte anfangs eine Aktivitat von 862,6. Eine Serie von Ver- 
giftungsversuchen hiermit ergab folgendes Resultat : 


Tabe lle X X a 





Kat.f. 862.6. 
: ‘ NY Reaktions- Vergiftungsgrad “~~ Reaktions: Vergittungsgrad 
-10-*HCN konstante Proz. n.10 HCN konstante Proz 
- 0,0424 — 4,557 0.0153 63,92 
1,519 0.0263 37.97 6.076 0.0102 75.94 
3,038 0,0184 56,60 


Am nachsten Tage war etwas von der Trockensubstanz gefillt, 
nach Abfiltrieren derselben zeigte es sich, daB die Aktivitat auf 1137.8 
gestiegen war, und daB sich damit die Empfindlichkeit fiir HCN ver- 
andert hatte. 

Tabelle XXII. 





Kat.f. 1137,8. 
: a Reaktionss Veryiftungsgrad ‘ _ Reaktions: Vergiftungsgrad 
a.10-* HCN konstante Proz. n.10-* HCN konstante Proz 
— | 0.0219 — 4.557 0.0056 74,43 
1,519 0.0115 47,49 6.076 0.0039 82,19 
3,038 0,0087 60,27 


Unmittelbar nach der spiter vorgenommenen Kaolinadsorption 
und Elution wurde eine neue Serie von Versuchen vorgenommen, die 
ergaben, daB die Empfindlichkeit weiter gesteigert war. 
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Tabelle XX 111. 
Nach der Elution. 





n.10-6HCN Reaktions- Vergiftungsgrad n.10-6HCN Reaktions- Vergiftungsgrad 


konstante Proz. konstante Proz. 
— 0,0338 - 1,1392 0.0168 50,30 
0.3797 0.0296 12.43 3.0380 0,0035 89.64 
0.7595 0.0255 24.56 


Nach der Dialyse, wahrend welcher die Aktivitat der Tabelle 
gemal} um 25,0 Proz. sank, wurde die Beobachtung gemacht, daB auch 
der Vergiftungsgrad gesunken war. Dies diirfte sich folgendermafen 
erklaren lassen, namlich in der Annahme, die Vergiftung komme durch 
chemische Bindung der aktiven Gruppe und der Blausaéure zustande, 
diese Gruppe, auch nach der Inaktivierung, fortgesetzt HCN bindet 
und somit fiir denselben prozentualen Vergiftungsgrad eine griBere 
Menge HCN erforderlich ist. 

Die Vergiftungsserie fiir die dialysierte Enzymlésung erhielt 
folgendes Aussehen: 

Tabelle XXIV. 
Kat.f. 8086,0. 





n.10-6HCN Reaktions- Vergiftungsgrad n.10-6HCN Reaktions- Vergiftungsgrad 


konstante Proz konstante Proz. 
_— 0.0345 ~ 1.9288 0.0132 61,74 
0.4822 0.0338 2.03 4.8220 0.0063 81,74 


Das beifolgende Diagramm (Abb. 2) enthalt die Kurven fiir die 
verschiedenen Vergiftungen der diesbeziiglichen Enzympriparate. 
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IV. Kat.f. = 8086,0. 


Eine ahnliche Vergiftungsuntersuchung mit den anderen Adsorp- 
tionslésungen ergab folgende Zahlen: 














Zur Kenntnis der Katalase usw 351 


Tabelle XXV 





' . Reaktions- Vergiftungsgrad _ . Reaktions- Vergiftungsgrad 
n.10-6HCN konstante Pros n. 10-6 HON konstante Poon 


1. Urspriingliche Lésung, Kat.f. 1365.0 





—_ 0.0435 — 4,822 0,0086 80,23 
0.9644 0.0270 37,93 12.055 0.0018 95,86 
1.9288 0.0175 59.77 


Il. Nach Adsorption und Elution. 


. 0.0388 - 0.4822 OO117 69.85 
0.2440 0.0251 35.31 0.9644 0.0019 95.10 
Ill. Die dialysierte Lésung, Kat.f 22 250.0 

0.0534 _ 0.9644 0.0247 53.75 
0.4822 0.0327 38.76 4.8220 0.0065 87,83 

















0 7 2 3 - 5 6 7 8 + 10 1" te 
n-10° HON 
Abb. 3. I. Kat.t 1365.0; Il. Nach der Elution; Ill. Kat.t. 222500) 


Der Vergiftungsgrad ist somit in keinem héheren Mabe von der 
Aktivitat abhangig. Es ergab sich ferner, dab die Empfindlichkeit 
meiner Praparate gegeniiber Blausiure kaum viel gréBer ist als z. B. die- 
jenige der Praparate Senters, obwohl die letztgenannten eine bedeutend 
geringere Aktivitat aufweisen. 

Das Verhaltnis zwischen den Eisengehalten im Ausgangs- und 
Endpraparat ist nach meinen Ausfiihrungen 1: 1,55. Die Aktivierung 
betrug im ersten Falle 1: 9,37. Die Reaktionskonstante belief sich auf 
0.0424 im ersteren Falle und 0,0345 in der Endlésung. Die Verhaltnisse 
der Eisenmengen zueinander sind somit: 

1 0,0424 
-9.37 = 7,43. 
1,55 0.0345 


Bei der ersten Lésung ist 40 Proz. Vergiftung in etwa 1,6. 10~° n 
HCN und bei der letzten in etwa 1,0.10-°n HCN eingetreten. Die 
Blausiuremengen verhalten sich somit zueinander wie 1 : 1,6. 


Im letzten Versuch verhalten sich die Eisenmengen wie 1: 8.57 
und die Normalititen Blausaure fiir 40 Proz. Vergiftung waren 


10.10°° und 0.5.10°°. 
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Die héchstaktive der obengenannten Enzymlosungen enthielt 0,0006g 
Trockensubstanz auf 10ccm und ergab 1:25 K = 0,0534, hicraus Kat.f. 
22250,0. Zu 50cem Reaktionsmischung wurden also 2,4. 10~° g Trocken- 
substanz oder 8,81. 10~ °g Eisen verwendet. Zur 50proz. Vergiftung 
dieser Menge war 10-°n HCN nétig = 1,351 .107~°g. Die Grébenordnung 
der Gewichtsmenge ist also fiir Enzym und Blausaure ungefahr die gleiche. 
Fiir den Warburgschen Satz, daB die Wirkung der Blausaure in 
der Bindung des katalytisch wirkenden Eisens besteht, bilden die hier 
beschriebenen Versuche tiber Katalase jedenfalls keine Stiitze. 


\V. Vergleichende Oxydationsversuche mit Alanin und Kohle als Katalysator. 


Nachdem Ehrlich die nach ihm benannte Aminosauregarung entdeckt 
hatte, bei welcher die Aminosaiuren Kohlensiure und Ammoniak unter 
Bildung von Alkcholen mit der nichstniedrigen Anzahl von Kohlen- 
atomen abspalten, zeigte eine Serie Untersuchungen !), daB dasselbe Sub- 
strat beim Stoffwechsel in den Organen der Saugetiere Fettsiuren mit 
einem Atom Kohile weniger liefert. Dies ist also ein rein oxydativer Prozeli. 


QO. Neubauer und Fromherz*) haben sich deshalb den experimentellen 
Beweis zur Aufgabe gemacht, da®8 ein und derselbe IngreB in beiden 
Fallen vorliegt, namlich die intermediare Bildung der der Aminosaure ent - 
sprechenden Ketonsaéure. Bei der Giéirung mit anwesender Phenylaminoessig- 
siure gelang es diesen Forschern, auch Phenylglyoxylséure, Benzylalkohol. 
1-Mandelséure und 1-Acetylphenylaminosaure als Produkte zu entwickeln. 

jenzaldehyd konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Die Bildung von 
Kohlensaure aus der entsprechenden Aminosaure geht also in zwei Prozedure: 
vor sich: Ammoniakabspaltung und Oxydation, und Neubauer veranschai- 
licht, daB die letztgenannte der ersteren unter gleichzeitiger intermediare: 
, Bildung des Hydrats zur Aminoséiure nach folgendem Schema vorausgeht : 


C,H, C,H, C,H, 
H OH 

CY - O C co + NH, 
NH, NH, 

CO,H CO,H CO,H 


Eine weitere Stiitze fiir diese Auffassung erblickt Neubauer in dem 
Umstand, da p-Oxyphenylpyrotraubensaure vergiérbar ist. Dieser ProzeB 
setzt sich aus Kohlensaureabspaltung und Reduktion zusammen, und da 
diese Reaktionen in der soeben genannten Ordnung einzutreten scheinen, 
stellt also Aldehyd das Zwischenprodukt dar. 

Neubauer vergleicht darauf den Abbau der Aminoséuren einerseits 
mit Hilfe von Hefe, andererseits mit Hilfe von organischem Gewebe von 
hdéherstehenden Tieren, und behauptet, da®B der Reaktionsmechanismus 
vollig analog ist. Der Unterschied besteht nur darin, da® Hefe ihren ge- 
bildeten Aldehyd reduziert, waihrend tierisches Gewebe ihn iiber die ent- 
sprechende Saéure weiter oxydiert. 


!) Literatur bei O. Neubauer, Deutsch. Arch.’ f. klin. Med. 95, 211, 1909. 
*) Neubauer und Fromherz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 326, 1910/11. 
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In beiden Fallen fiihren die Nebenreaktionen zu Alkoholsiuren und 
acetylierten Aminoséuren. 

Fromherz hat in einer spateren Abhandlung') tiber Fiitterungsversuche 
an Hunden in allen wesentlichen Teilen Neubauers oben angefiilirtes 
Umsatzschema bestatigt. 

In seinen drei letzten Abhandlungen .,.Uber den Mechanismus det 
Oxydationsvorginge VII, VIII und IX* widmet sich Wieland*) dem 
Studium der Oxydation der Aminosiuren. 

Eine zentrale Rolle bei dem biologischen Abbau im Organismus wurde 
der Brenztraubenséure zugeschrieben. Teils ist sie nach Embdens Unter- 
suchungen ein Zwischenglied bei der Oxydation des Kohlehydrats zu Milch 
saure, teils bildet sie sich iiber die Fumarsaéure-Apfelsiure-Oxalessigsaure 
aus Bernsteinséiure, welch letztere ein wichtiges Zwischenprodukt bei dem 
allgemeinen Stoffwechsel darstellt. 

Ferner wird Brenztraubensaéure teils durch Desaminierung von Alanin 
und teils aus Asparaginséiure tiber Oxalessigsiure gebildet. 

Als naéchstes Gliedim Stoffwechsel hat C. Neuberg fiir das Pflanzen- 
gewebe das Enzym Carboxylase als Aktivator gefunden, und fiir animalisches 
Gewebe befanden Beth und H. von Euler*) dasselbe Enzym als wirksam. 

Wieland studierte aus diesem Grunde die decarboxylierende Wirkung 
niher bei nichtenzymatischen Katalysatoren (Palladiumschwarz  un< 
Cellulosekohle) mit Ketonséiuren, wie Brenztraubensdure, Oxalessigsaure 
und Phenylbrenztraubensaure als Substrat. 

Wieland beobachtete hierbei, daB die Ketonsauren einer Decarboxylierung 
mittels der genannten Aktivatoren in nennenswertem Grade nicht unte1 
worfen sind, wahrend dagegen bei Oxalessigsiiure Ketonspaltung mit groBer 
CGreschwindigkeit hervorgerufen wird. Betreffs des Mechanismus bei der Selbst - 
oxydation halt er die intermediare Bildung eines Peroxyds fiir walirscheinlich 


RC—COOH -» RC COOH + RCO.OH + CO, 
oO oO 0 O 


O 

Es erwies sich, daB die Decarboxylierung der Brenztraubensdure bei 
der Anwesenheit von Sauerstoff bedeutend schneller vor sich geht, und zwas 
sowohl bei Versuchen mit Pd als mit Kohle als Katalysator. 

In seiner zweiten diesbeziiglichen Mitteilung studiert Wieland zusammen 
mit Bergel*) hauptsachlich die Oxydation von Alanin mit molekularem 
Sauerstoff und Kohle als Katalysator. 

Nach einer kleinen Orientierung iiber die gebildete Menge Kohlensaure 
mit wechselnden Mengen Substrat und Katalysator sowie verschiedenen 
Versuchszeiten diskutieren die Verfasser den Reaktionsverlauf und entdecken, 
daB zwei Reaktionen nebeneinander verlaufen, namlich: 

I. CH,CH .CO,H + O CH,CHO + CO, + NH,: 


NH, 
Il. CH,CHCO,H + O CH,CO,H ~ CO, + NH,. 


NH 


') Fromherz, Zeitschr. t. physiol. Chem. 70, 351, 1910/11. 

2) Wieland, Liebigs Ann. 486, 229, 1924; 439, 196, 1924; 445, 181, 1925. 
8) Beth und H. von Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 311, 1916, 

*) Wieland und Bergel, Liebigs Ann. 489, 196, 1924. 
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Bei zwei Versuchen wurde eine vollstaéndige Analyse der Reaktions- 
produkte vorgenommen, wobei die Bildung nach obigen Formeln als sicher 
festgestellt wurde. Nach Ausblasen der Kohlensaure in ein abgemessenes 
Volumen titrierter Barytlésung wurde die zuriickbleibende Reaktions- 
mischung nach Zusatz von Phosphorsaure destilliert und darauf die Essig- 
sféure und der Acetaldehyd im Destillat acidimetrisch bzw. jodometrisch 
bestimmt. Die Methodik ist zwar nicht besonders genau. Die Kohlensaure 
verlaBt die Reaktionsmischung beim Ausblasen sicherlich nicht vollstandig, 
und hierbei treten bestimmt Verluste sowohl an Aldehyd als auch Essigsiure 
ein. Ebenfalls kénnen bei der Destillation Verluste an diesen beiden letzt- 
genannten Produkten eintreten. Naeh der Beobachtung dieser Verfasser 
halt die Kohle groBe Mengen an Reaktionsprodukten durch Adsorption 
gebunden. Es scheint also recht schwer zu sein, eine unanfechtbare Ver- 
suchsmethode herauszufinden. 

Bei naiherem Stadium der Reaktion erwies es sich, daB dieselbe, wie 
so oft, in verschiedenen Phasen verlauft. Vieles spricht fiir die Bildung von 
Iminosdure als intermediares Produkt in Ubereinstimmung mit folgender 
Forme!l: 

CH,CHCOOH+ 0 CH,C.COOH + H,O+ CH,CH+ CO, 

| rT 
tu, NH NH 
+H,O 
—+ CH,CHO + NH, 

Die Decarboxylierung geht der Desamidierung voraus, denn aus 
Brenztraubenséure wird nicht Aldehyd, sondern Essigséure gebildet. Die 
Bildung der Saure kommt dagegen iiber die Ketonsaéure zustande. 

Eine vollstandige Oxydation liegt somit nicht vor, und selbst wenn 
man mit den oben angefiihrten Formeln rechnet, erhalt man nur Ausbeuten 
an Kohlenséure von 6 bis 8 Proz. und Essigsiure- und Aldehydmengen, 
welche 35 bis 40 Proz. derjenigen Quantitaéten betragen, die den Kohlen- 
siuremengen entsprechen. 

Mit Asparagin erzielt man bedeutend bessere Ausbeuten. 

In seiner letzten Abhandlung’) liefert Wieland auBer einer Studie iiber 
die Leberkatalase und deren Vergiftung einen Beitrag zur Kenntnis der 
Einwirkung des Wasserstoffperoxyds auf organische Carbonséuren, 
der jedoch kein unmittelbares Interesse fiir die Problemstellung in meiner 
vorliegenden Abhandlung erweckt. 


Warburg griindet, wie friiher in der Einleitung hervorgehoben, 
seine Oxydationstheorie auf Experimente tiber die Oxydation der 
Aminosiuren mittels molekularen Sauerstoffs, wobei Kohle und 
organisches Gewebe die Vermittler sind. Er arbeitet anfangs mit 
Cystin, was man leicht durch Kochen von EiweiB mit starker Salzsaure er- 
halten kann. Als Oxydationskatalysator wendet er Mercks Tierblutkohle 
an. Fir jeden Versuch werden etwa 1 g Kohle und 100 ccm 0,034 proz. 
Cystinlésung benutzt?). Hierauf wird die Kohlesuspension mit einem 
gréBeren Volumen Sauerstoff in Beriithrung gebracht und im Thermo- 


') Wieland, Liebigs Ann. 445, 181, 1924. 
2) Dieses gilt fiir die Adsorptions- und Ausbeuteversuche. Beim 
Studium der Kinetik kommen bedeutend kleinere Mengen zur Anwendung. 
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staten geschiittelt. Da das Volumen des aufgenommenen Sauerstoffs 
demjenigen der abgegebenen Kohlensaure nicht gleich ist, kann man 
dem Verlauf der Reaktion dadurch folgen, indem man die Druck- 
anderung mit Hilfe von Haldane-Barcrojts Blutgasmanometer studiert. 
Spiater fiihrt Warburg parallele Versuche aus, und zwar wird in dem 
einen dieser Versuche die gebildete Kohlensiure durch Einfiihrung von 
Kalilauge in den Versuchskolben absorbiert. 

Die Produkte dieser Oxydation sind nach Warburg dieselben wie in 
Organen ; Kohle wird zu Kohlensiure oxydiert, Wasserstoff gibt Wasser, 
Schwefel Schwefelsiure, und aus Stickstoff wird Ammoniak gebildet. 
Die Reaktion ist jedoch niemals vollstandig. Die Reaktionsgeschwindig- 
keit stieg mit dem Sauerstoffdruck bis auf ein Maximum. Nach der 
Reaktion kann Cystin nicht nachgewiesen werden. Wird Cystin aufs 
neue zugefiihrt, beginnt die Reaktion mit ihrer Anfangsgeschwindigkeit. 

Die Reaktion wurde ferner als monomolekular befunden, wenn 
man mit dem Grenzwert als A in der Formel rechnet. 

Durch Temperatursteigerung wird teils die Adsorptionsgeschwindig- 
keit fiir den Sauerstoff erhéht und teils der Endwert verindert. 

Ferner hat jede Kohlensorte ihre eigene Aktivitat. 

Es gelang Warburg, auf diese Weise andere Eiweifstoffe, wie 
Tyrosin und Leucin, zu oxydieren, dagegen nicht Zucker, Fettsiuren, 
Milchsiiure oder Apfelsiure. 

DaB Glukose nicht oxydiert, ist um so bemerkenswerter, da dieser 
Stoff leicht oxydiert mit Alkalien, Kupfersalzen und _ kolloidalem 
Palladium. 

Kohle im gleichen Gewicht mit einer 1,7 . 1Q>> mol. Cystinlésung 
besitzt dieselbe Aktivitait wie lebendes Gewebe. 

Es ist eine bekannte Tatsache, daB Oberflachenkrifte chemische 
Reaktionen in Gasen katalysieren kénnen. So beschleunigen z. B. 
Porzellan, Quarz und andere feste Kérper die Knallgasreaktion. Dieselbe 
Regel gilt fiir das obengenannte System in Lésung. 

Die Aminosiuren und der Sauerstoff werden durch Adsorption 
an Kohle aktiviert. Fiihrt man der Lésung noch einen Stoff zu, so 
wird dieser mit dem Cystin um den Adsorptionsraum an der Kohle 
konkurrieren, und die Oxydation wird in solechem Grade gehemmt 
werden, als es dem neu zugefiihrten Stoff gelingt, das Cystin zu ver- 
drangen. Es gelang Warburg, dieses Verhalten experimentell zu_be- 
weisen. Bei Versuchen mit einer Serie von Narkotica wie Uretanen, 
Ketonen, Nitrilen usw. ergab sich eine gute Parallele zwischen ver- 
drangtem Cystin und Oxydationshemmung. 

Nun besitzen wir aber in HCN ein spezifisches Gift fiir die Oxy- 
dation. Mit Blausiure trat Hemmung bereits in so stark verdiinnten 
Lésungen wie 1: 1000 bis 1: 10000 mol. ein, wahrend es 1 bis 1: 10 mol. 
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HCN bedarf, um eine Adsorptionsverdrangung entsprechend dem 
Vergiftungsgrad in den erstgenannten Lésungen — hervorzurufen. 
HCN wirkt also durch elektive Verdringung. 

Als Erklirung fiir die Vergiftung stellt sich dieser Verfasser vor, 
daB es in der Kohle aktive und inaktive Regionen gibt. Die aktiven 
Regionen bestehen aus schweren Metallen, besonders Eisen, in irgend- 
einer stickstoffhaltigen, organischen Verbindung. Wenn die Oxydation 
in der Hauptsache zu den Ejisenregionen hin lokalisiert ist, erklart es 
sich leicht, daB so kleine HCN-Quantitaten erforderlich sind, um 
dieselbe zu inaktivieren. Der Verfasser meint hierbei nicht, daB Eisen 
und Blausiiure eine chemische Verbindung eingehen, sondern dafB HCN 
vom Eisen adsorbiert wird. 

Mercks Blutkohle enthalt pro Gramm Kohle 5 Millionstel Mol. Fe 
und 3 Millionstel mol. Cu. Um deren Wirkung zu hemmen, bedarf es 
10 Millionstel mol. HCN, also eine Quantitiét gleicher GriBenordnung 
wie die Eisenmenge. 

Die Darstellung einer vollkommen eisenfreien Kohle ist praktisch 
unmdglich. Wenn man Kohle mit konzentrierter HCl extrahiert, um 
die schweren Metalle auszulésen, so verliert die Kohle infolgedessen 
an Aktivitat, und HCN hemmt die Reaktion bei der eisenarmen Kohle 
nicht in ebendemselben Grade wie bei der eisenhaltigen. 

Kohle aus kristallisiertem Zucker und extrahierte Kohle sind der 
Autooxydation unterworfen; wogegen Blutkohle dank ihrer Salze ge- 
schiitzt ist. 

Kohle aus Benzoesaure enthielt 0,27 Millionstel Mol. Fe pro Gramm 
Kohle, besaf das gleiche Adsorptionsvermégen wie Blutkohle, jedoch 
nur ein Drittel der Aktivitét derselben. Im allgemeinen verhielt es 
sich so, daB die Aktivitaét der verschiedenen Kohlenarten vom Eisen- 
gehalt abhingig war, sofern dieser einige Zehntel Milligramm pro 
Gramm Kohle unterstieg. 

Die Kohle selbst besaB der Priifung gemal nur den 500. Teil der 
Aktivitat des Eisens. 

Werden eisenarme Kohlensorten mit Eisenlésungen getrankt und 
gegliiht, so erhéht sich deren Aktivitat; Erhitzung ist hierzu absolut 
notwendig. Wenn die Eisensalze der Reaktionsmischung nur zugesetzt 
werden, wird keine Aktivierung bewirkt, sondern im Gegenteil Hemmung, 
weil das Eisen an die Kohle adsorbiert wird und daher das Cystin 
teilweise ausschlieBt. Diese Versuche sind, wie der Verfasser hervor- 
hebt, ein schlagender Beweis dafiir, dab Eisen bei dem vorliegenden 
Oxydationsverlauf eine vorherrschende Rolle spielt, sowie fiir die 
Aktivierung der reagierenden Stoffe durch Adsorption. Warburg 
meint, daB der Sauerstoff hierbei an das Eisen und die Aminosauren 
an die Kohle adsorbiert werden. 




















Zur Kenntnis der Katalase usw. 357 


Diese Erfahrungen wendet Warburg nunmehr auf das organische 
Leben an. Eisen ist bekanntlich fiir das organische Leben ein unent- 
behrlicher Stoff. Zur Kultivierung von Zellen sind stets eisenhaltige 
Nahrlésungen erforderlich. Die Atmung an Zellen kann man direkt 
mit der gleichen Methodik studieren, die bei den oben angefiihrten 
Oxydationsversuchen zur Anwendung kam. Der Eisengehalt in den 
Zellen ist sehr klein, vergleichende Versuche zwischen der Atmung von 
Zellen mit bekanntem Eisengehalt und Oxydationsversuche mit Cystin 
und Kohle von bekanntem Eisengehalt erkliren, daB derselbe groB 
genug ist, um eine dem Sauerstoffverbrauch entsprechende Oxydation 
katalysieren zu kénnen. 

Im iibrigen erhalt man vollkommen analoge Verhiltnisse. Wird 
der Eisengehalt in Zellen durch direkten Zusatz von Eisen erhéht, so 
verstirkt sich auch die Atmungsintensitat. Die Bindung des Eisens 
scheint ziemlich lose zu sein, da ja dessen Katalysewirkung sofort 
eintritt. Das zugesetzte Eisen hat vollstandig die gleiche Aktivitat wie 
das urspriingliche. Die Aktivitat wird hierbei als die auf eine Zeit- 
einheit verbrauchte Sauerstoffmenge pro Gewichtsmenge Eisen be- 
rechnet. Berechnet man das Volumen des Sauerstoffs in Kubikmilli- 
metern, das Eisen in Milligramm und die Zeit in Stunden, so belauft sich 
der Wert einer solchen Aktivitiét von einigen Tausend bis hinauf zu 
100000. Die Zellen besitzen pro Gewicht geringeres Adsorptions- 
vermégen als Kohle, doch besagt dieses Verhalten nichts, da die GréBe 
der wirksamen Flachen nicht bekannt ist. 

Narkotica hemmen ebenfalls die Atmung der Zellen im Ver- 
haltnis zum Adsorptionsgrad. HCN dagegen hemmt die Atmung 
bereits in Lésungen von 1: 10000 bis zu 1: 100000n mit einer einzigen 
Ausnahme (Griinalgen). 

HCN scheint darum im allgemeinen, wie Warburg hervorhebt, 
ein kriftiges Gift bei allen denjenigen Reaktionen zu sein, bei denen 
Sauerstoff frei gemacht oder tibergefiihrt wird, wie bei der Kohlen- 
siureassimilation, Nitratassimilation, Wasserstoffperoxydspaltung und 
Atmung. 

Wenn die Vergiftung auf einer chemischen Bindung beruht, so 
liegt die Annahme nahe, daB alle diese Reaktionen enzymar von Eisen- 
verbindungen katalysiert werden, und daB sich das Eisen mit HCN 
verbindet und hierdurch inaktiviert wird. 

Es lieBe sich méglicherweise denken, fiihrt Warburg weiter aus, 
daB ein autoxydabler Aldehyd der Vermittler der Atmung sein kinne, 
es finden sich aber keine Beweise dafiir, da solche Aldehyde inte- 
grierende Bestandteile in lebenden Zellen darstellen. 

Ferner wird die Aminosiure durch Adsorption aktiviert, wobei 
die Zellwande als Adsorbens fungieren. 


Biochemische Zeitschrift Band 171. 24 
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LaBt man rote Vogelblutzellen bei — 80° gefrieren und dann aut- 
tauen, so erhalt man eine Fliissigkeit, die sich nach dem Zentrifugieren 
in zwei Schichten teilt, wobei die untere die Zellwande enthalt. Hierbei 
wurde beobachtet, dafi nur diese letztgenannte atmet. 

Die Verbrennung in der lebenden Zelle geht in der Grenzschicht 
zwischen dem fliissigen Zelleninhalt und den festen Strukturteilen von- 
statten. An dieser Stelle wiirde somit das Eisen die Sauerstoffzufiihrung 
organischer Stoffe vermitteln, und zwar nach folgendem Schema: 


Mol. Sauerstoff 
a \ 


Fe" Fe hochwertig 


x 
\ 


+ organ. Substens 

Das erste Glied dieses Ringes, die Aufoxydierung von zweiwertigem 
Eisen zu hochwertigem, laBt sich leicht verwirklichen. So nehmen 
gewisse komplexe Eisenverbindungen wie Ferropyrophosphat, Citrat und 
festes Ferrohydrat, molekularen Sauerstoff unter Oxydation auf. 
Diese reagieren aber nicht mit organischer Substanz. Nach Warhurg 
ist hierzu weiter erforderlich, daB sich das Eisen in einer speziellen 
Form befindet. 

Wie oben hervorgehoben, vermochte die Blutkohle nur Amino- 
siuren zu oxydieren, dagegen weder Kohlehydrate noch Fette. Betreffs 
der Kohlehydrate wies Warburg nach, daB Fructose in Phosphatlésung 
mit Spuren von Eisen als Verunreinigung oxydiert. 

Hinsichtlich der Fette fand Thunherg, dab Eisensalze die Oxydation 
von Lecithin katalysieren. 

Warburg selbst fand, daB Eisensalze die Oxydation der Linolen- 
siure kstalysieren, und daB die Wirkung aufhért, sobald die dreifache 
Bindung in die einfache iibergeht. 

Im Gegensatz zu diesen Eisenkatalysen entdeckte Meyerhof, dab 
die Sulfhydrylgruppe das Eisen bei der Oxydation von Leindél ersetzen 
kann. 

Ferner fanden Mathews und Walker, dab die Autoxydation von 
Cystin durch HCN gehemmt wird. 

Warburg erklirt jedoch, daB diese beiden letztgenannten Reak- 
tionen infolge sehr kleiner Mengen Eisen als Verunreinigungen, un- 
gefahr 1: 100000 mg Fe, zustandekommen. An eine Sulfhydrylgruppe 
gebundenes Eisen wies besonders groBe Aktivitaét auf. 

Hiernach liegt nach Warburgs Ansicht kein mit Sicherheit be- 
kanntes Beispiel dafiir vor, daB eine Reaktion, die HCN als spezifisches 
Gift hat, von Katalysatoren verursacht wird, in welchen kein schweres 
Metall enthalten ist. 

Auf diese experimentellen Erfabrungen gestiitzt, kommt Warburg zu 
seiner oben angefiihrten Definition des Atmungsenzyms (siehe S. 316). 
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Die Methodik Warburgs beziiglich der Messung des aufgenommenen 
Sauerstoffgases und der entwickelten Kohlensiure ist vom instrumen- 
talen Gesichtspunkt vollendet. Ein meiner Meinung nach nicht ge- 
niigend beachteter Umstand liegt jedoch darin, daB die Léslichkeit 
der entwickelten Gase in der vorhandenen Fliissigkeit nicht konstant, 
sondern eine Funktion der gebildeten Menge Ammoniak ist. Bei Cystin- 
versuchen spielt dies ja eine untergeordnete Rolle, da gleichzeitig mit 
Ammoniak Schwefelsiure gebildet wird; nach den Versuchen!') ist die 
Ausbeute an Ammoniak jedoch mehr als doppelt so groB als an H,SO,. 
Bei der Oxydation von Leucin?®) betragt die prozentuale Ausbeute an 
NH, 74 Proz., dagegen der Sauerstoffverbrauch 16,5 Proz. und die 
Kohlensaurebildung 17 Proz. des theoretisch Berechneten. Hier mul 
der oben angefiihrte Umstand von EinfluB8 sein. 

Der Berechnung der theoretischen Ausbeuten wurde die voll- 
stindige Oxydation der Molekiile zu CO,. H,O und NHg, eventuell 
H,SO, zugrunde gelegt. Die Reaktion ist, wie gesagt, unvollstandig, 
Warburg*) hat den Reaktionsverlauf jedoch nicht naher studiert und 
schreibt selbst iiber diesen Punkt: 

,.Es ist ein Mangel dieser Untersuchung, dal wir iiber den Verbleil 
des Cystins nicht vollstandig Rechenschaft ablegen kénnen. Trotzdem 
haben wir geglaubt, uns in dieser Beziehung bescheiden zu miissen, da 
eine Entwirrung des Reaktionsverlaufs zweifellos fine schwierige 
praparative Aufgabe ist, die uns zu weit von unserem eigentlichen 
Arbeitsgebiet abfiihren wiirde. Wir halten es jedoch nicht fiir aus- 
geschlossen, daB eine nahere Untersuchung des oxydativen Abbaues 
von Aminosiuren mittels Kohle in priaparativer Hinsicht manches 
wertvolle Ergebnis zutage férdern wird.“ 

Spiter kommt derselbe Forscher auf die Frage zuriick*) und 
schreibt : 

,Aus Leucin entsteht hierbei Ammoniak, Kohlensiure und 
Valeraldehyd ... neben noch unbekannten Produkten unvollstandiger 
Verbrennung. Wir haben also eine Reaktion zwischen Aminosiuren 
und Sauerstoff vor uns, bei der, wie bei der EiweiBverbrennung in 
lebenden Zellen Ammoniak, Kohlensaure und Schwefelsaure erscheinen .“ 

Wunderly®) hat kirzlich der Hydrolyse von Aminosiuren mittels 
Kohle eine Studie mit einer Methodik gewidmet, die sich in wesentlichen 
Teilen sowohl von derjenigen Wielands als auch Warburgs unterscheidet. 


1) Diese Zeitschr. 113, 271. 

*) Ebendaselbst 118, 281. 

3) Ebendaselbst 118, 272, 1921. 

*) Derselbe, ebendaselbst 152, 485, 124. 

5) Wunderly, Zeitschr. f. physik. Chem. 112, 175, 1924. 
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Er arbeitet z. B. bei 100° und ohne Sauerstoffatmosphire. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit wird durch Bestimmung der gebildeten 
Menge Ammoniak gemessen. 

Von fiinf verschiedenen Sorten Kohle wird Kah/baums Knochen- 
kohle als am starksten aktiv befunden, durch Praparierung mit Ejisen- 
salzen geht jedoch der gréBere Teil ihrer Aktivitit verloren. Ferner 
entdeckte Wunderly, daB der Umsatz mit verlingerter Versuchszeit 
zwar fortschreitet, jedoch einem Grenzwert entgegenstrebt, welcher bei 
erhéhter Konzentration schneller erreicht wird. Hierbei gelang es ihm, 
das nicht hydrolysierte Glycin zu bestimmen. Die fiir die Unter- 
suchung ausgewahiten Aminosiuren waren Glycin, Alanin, Asparagin- 
siure und Leucin. Betreffs der Resultate der Einwirkung schreibt 
Wunderly'): 

,Die Hydrolyse der Aminosaéuren geht bis zu einer Grenze, fiir 
die es eine Massenwirkungskonstante gibt; die Reaktion ist nicht 
umkehrbar ; sie geht nach der ersten Ordnung, ohne daB eine Hemmung 
nach dem Quadrat der Konzentration des Reaktionsproduktes sichtbar 
wiirde.“ 

Um eigene Ziffern iiber die Oxydationsaktivitaét des Eisens in 
Kohle gegeniiber den Aminosaiuren zu erhalten, fiihrte ich im Laufe 
meiner Forschung eine Anzahl diesbeziiglicher Versuche nach einer 
Methode aus, die der von Wieland und Berge! benutzten sehr ahnlich 
ist. Als Katalysator fungierte Kah/baums Blutkohle und als Substrat 
Alanin, welches gleichfalls ein von Kahlbaum bezogenes Praparat war. 
Nachdem die Kohle in den Versuchskolben eingewogen worden war, 
wurden 5ccem Alaninlésung mit bekanntem Gehalt und auf 37° vor- 
gewirmt zugesetzt. Der Kolben wurde hierauf in einen Thermostaten 
verbracht, der auf 37 +- 0,1° gehalten wurde, und mit einer Gasbiirette 
verbunden. Diese und der Versuchskolben wurden dann mit Sauerstoff 
aus einem Gasometer gefiillt. Hierauf wurde das System geschlossen 
und der Kolben im Thermostaten mit Hilfe einer besonderen Vorrichtung 
hin und her bewegt. 

Nach Beendigung des Versuchs bestimmte ich die gebildete Kohlen- 
saure durch Ausblasen derselben in eine bekannte Menge Baryt in 
Ubereinstimmung mit Wielands Verfahren. Die Kolben wurden hierbei 
auf 0° abgekiihit, um zu grofe Verluste an Acetaldehyd und eventuell 
Essigsiure zu verhindern. 

Zuerst wurde die Abhangigkeit der Oxydationsresultate von der 
Katalysatormenge mit einer konstanten Alaninmenge von 0,1 g unter- 


sucht. 


1) Wunderly, Zeitschr. f. physik. Chem. 112, 193, 1924. 














Zur Kenntnis der Katalase usw 361 


Tabelle XX V1. 





Erhaltene Menge an 


oy CO, CH;CHO CH,CO,H 
theoret. Wert theoret. Wert theoret. Wert 
g mg Proz. mg Proz mg Proz 
2.0 20,1 40,69 74 14,97 55 8,16 
1,0 17,7 35,83 74 14,97 55 8,16 
0,5 8,6 17,41 3,7 7,48 2.8 4,15 
0.1 4.6 9,31 19 3,84 19 2,82 


Wie ersichtlich, wurde ziemlich friih ein Maximum des Umsatzes 
erzielt. 
Tabelle XX VII. 


Einwirkung der Alaninmenge bei konstanter Kohlenmenge von | g. 





Gebildete Menge an 
Volumen: 


Alanine verminde- co CH,CHO CH,;COOH 
menge rung S 
theoret. Wert theoret. Wert theoret. Wert 
g ccm mg Proz. mg Proz. mg Proz 
0,2 1,85 18,0 18,2 14.9 15,1 55 4.10 
03 2.35 19.0 12.8 23.6 15.9 73 3,60 
04 2.85 26.0 13.2 25.8 13.0 9.2 3,41 
05 2.95 26.5 10,7 25,8 10.4 9,2 2,7: 


Wie aus der Tabelle XXVIII hervorgeht, kommt man auch hierbei 
sehr schnell zu einem Maximum des Umsatzes. 

In der zweiten Spalte sind die Volumverminderungen verzeichnet. 
Diese kénnen infolge besonderer Priifung sicher nicht auf Gasverluste 
zurickgefiihrt werden. AuBerdem entstanden diese Verringerungen auch 
bei einem Unterdruck im Kolben. Die Volumverringerung beruht auch 
nicht auf der Adsorption von Sauerstoff an Kohle, denn eine Blind- 
probe mit 1g Kohle, 5ccm H,O und Sauerstoffatmosphare ergab ein 
negatives Resultat. 

Die Erscheinung diirfte dadurch hervorgerufen worden sein, daB 
die Kohlensaure an das gleichzeitig gebildete Ammoniak gebunden und 
von der Lésung zuriickgehalten wurde, wie ich oben bereits erwihnte. 
Es ist nicht ersichtlich, ob Warburg bei seinen Versuchen, bei denen 
nur die Druckverringerungen, allerdings mit Korrektion fiir die Léslich- 
keit des entwickelten Gases in der Fliissigkeit studiert werden, diesen 
Umstand geniigend beriicksichtigt hat. Die Léslichkeit des Gases ist 
namlich nicht konstant, sondern eine Funktion der gebildeten Menge 
Ammoniak. 

Der Eisengehalt des benutzten Kohlepraparats war 3,98 Proz. 
und der Aschengehalt 21,61 Proz., also besonders hoch. Nach Ver- 
aschung auf dem Meckerbrenner wurde 1 g des Kohlenpriiparats auf 
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Konstantgewicht auf der Stichflamme gegliiht. Das Eisen wurde nach 
AufschluB mit Soda in einer Platinschale jodometrisch bestimmt. 

Den héchsten Umsatz in den umstehend angefiihrten Tabellen 
liefert die Bildung von 4,6 mg CO, mit 0,1 g Kohle. Berechnet man 
die Oxydationsaktivitéat auf das Eisen, so erhalt man 

588,3 cmm/mg Fe . 24 Stunden. 

Kin Praparat, Mercks Adsorptionskohle, welches ungefaihr die 
gleiche Aktivitat aufwies, hatte einen Aschengehalt von 2,72 Proz. und 
einen Eisengehalt von 0,46 Proz. Hierbei wiirde die Aktivitat des 
EKisens etwa zehnmal gréBer sein als der obengenannte Wert. 

Nach Warburgs Untersuchungen!) ist der Umsatz nach oben- 
stehender Berechnungsweise fiir das unbefruchtete Strongylocentrotusei 
bei 20°?) 7000, fiir das befruchtete Strongylocentrotusei bei 20°*) 42000, 
fiir die Retina der Saugetiere, das Organ héherer Tiere, das nach unseren 
Messungen die gréBte Atmung besitzt, bei 37° 100000. 

Die Aktivitat des Eisens in Verbindung mit Cystin‘) ist gréBer 
als die oben angefiihrte in Zellen. Die héchste Aktivitat fiir Eisen, die 
Warburg und seine Mitarbeiter beobachteten, ist nimlich 

hei 20° 120000 cmm 
37° 400000 ,, 

Bei dem Versuch mit Cystin5) ergab sich ein Verbrauch von 6,3 ccm 
pro Gramm Kohle und Stunde bei 40° und einem O,-Druck auf 700 mm 
Hg. Spater zeigte es sich, da®8 Blutkohle 0,26 mg Fe pro Gramm 
enthielt ®). 

Aktivitit = 6300 cmm/0,26 = 24 231. 

Bei Anwendung von Tyrosin bewirken 0,2 g Kohle eine Adsorption 
unter denselben Bedingungen wie vorher von 67 cmm in 20 Minuten‘). 
3 . 67/0,2 . 0,26 = 3865. 

400 mg derselben Kohle ergaben in 20 Minuten bei 40° eine Ad- 
sorption von 49cmm bei 700mm Druck und Leucin als Substrat 8). 


Aktivitat 3.49/04 .0,26 = 1413. 


Bei diesen Versuchen wurden folgende Mengen Substrat angewandt: 
1,97 mg Cystin, 10 mg Tyrosin und 2,4 mg Leucin. 


') Diese Zeitschr. 152, 481, 1924. 

*) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 231, 1914. 
8) Derselbe, Arch. f. d. ges. Physiol. 160, 324, 1915. 

*) S. Sakunia, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

5) Ebendaselbst 113. 269, 1921. 

®) Ebendaselbst 119, 163, 1921. 

7) Ebendaselbst 113, 278, 1921. 

8) Ebendaselbst 113, 280, 1921. 
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Schwefelhaltige EiweiBstoffe sind, wie mit Recht zu erwarten war, 
sehr leicht oxydierbar. 

Die anderen Zahlen lassen sich mit den von mir erhaltenen Resul- 
taten vergleichen, wenn man, wie oben angedeutet, den hohen Eisen- 
gehalt und die lange Versuchszeit beriicksichtigt. 

Betreffs der Aktivitat des Eisens in Kohle schreibt Warburg'): ,,. Fragen 
wir, welcher Bestandteil der Haminkohle hierbei katalytisch wirksam ist, 
so tritt im Prinzip dieselbe Schwierigkeit auf, wie bei Versuchen mit lebenden 
Zellen: gegeben ist ein Gemisch verschiedenartiger Substanzen, zu ent- 
scheiden ist, welcher Bestandteil des Gemisches die beobachtete Wirkung 
hervorbringt. Doch haben wir hier den groBen Vorteil, daB wir das kata- 
lytisch wirksame Substanzgemisch kiinstlich herstellen kénnen. Um unsere 
Frage zu entscheiden, haben wir nur nétig, verschiedenartige Stoffe zu 
gliihen und die katalytische Wirksamkeit der entstehenden Kohlen mit 
ihrer chemischen Zusamm ‘nsetzung zu vergleichen. 

Derartige Versuche haben wir ausgefiihrt. Dabei zeigte sich, daB 
Kohlen von der katalytischen Wirksamkeit der Haiminkohle immer dann 
entstehen, wenn zwei Bedingungen erfiillt sind: wenn das Ausgangsmaterial 
erstens nichtfliichtigen Stickstoff und zweitens Eisen enthalt. Reinigt 
man geeignete stickstoffhaltige Substanzen sorgfiltig, so daB sie nur noch 
wenig Eisen enthalten, und gliiht sie, so entstehen schwach wirksame 
Kohlen. Trankt man diese Kohlen mit Eisensalz und gliiht sie, so werden 
sie aktiviert und erlangen die katalytische Wirksamkeit der Haminkohle. 
Je eisenreicher, um so wirksamer sind die stickstoffhaltigen Kohlen, bis 
bei einem Eisengehalt von einigen Zehntel Milligrammen pro Gramm Kohle 
das Maximum der Wirkung erreicht ist. 

Keine Aktivierung tritt ein, wenn man stickstoffhaltige Kohlen mit 
anderen Metallen oder stickstofffreie Kohle mit Eisen gliiht. Die katalytisch 
wirksame Substanz der Haminkohle ist also Eisen, aber nicht Eisen in 
einer beliebigen Form, sondern Eisen, gebunden an Stickstoff.** 

Da die Aktivitét der Kohle bei Erfiillung der beiden Voraus- 
setzungen: Vorhandensein von Eisen und von Stickstoff in derselben, 
ein Maximum erreicht, diirften die Voraussetzungen fiir eine fortgesetzte 
Behandlung des Problems nach diesen Richtlinien erschépft sein. 

Bei vergleicbenden Versuchen tiber die oxydationsvermittelnde 
Einwirkung verschiedener Kohlensorten auf Leucin haben Warburg 
und Brefeld*) ebenfalls besonders interessante Beobachtungen gemacht. 

Zuckerkohle weist geringere Ox ydationsaktivitat auf als Blutkohle, 
jedoch solche von gleicher GréBenordnung. Gliciche Mengen der beiden 
Kohlensorten adsorbierten aus einer bestimmten Leucinlésung 17 bzw. 
30 Proz. der Leucinmenge. 

Bei Oxydation des Leucins mit Zuckerkohle tritt Wasserstoffperoxyd 
als Nebenprodukt auf, was dagegen bei Anwendung von Blutkohle nicht 
der Fall ist. Ferner ist Blausiure kein spezifischer Vergifter fiir Zucker- 


1) Diese Zeitschr. 152, 485, 1924. 
*) Ebendaselbst 145, 468, 1924. 
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kohle. Das System Zuckerkohle—Aminosiure kénnte darum nach 
Meinung der Verfasser als geeignetes Beispiel angesehen werden, wenn 
nicht die spezifische Reaktion auf Blausaure fehlen wiirde. 

Zuckerkohle kann inaktiviert werden, wenn bei ihrer Bereituny 
das Silikat vorhanden ist. Silikatkohle besitzt das Adsorptionsvermégen 
der Zuckerkohle, jedoch nicht ihre Aktivitat. Sie kann bei der Be- 
reitung durch Zusatz von Hamin aktiviert werden, ohne da Pro- 
portionalitat zwischen zugesetzter Menge Himin und Oxydations- 
aktivitat vorliegt. 

Die Haminkohle selbst ist nach Warburg sieben- bis zehnmal 
aktiver als Blutkohle, wenn man ibre Aktivitat in folgenden Dimensionen 
berechnet : 
cmm verbrauchter Sauerstoff 


> ‘ ( 1) 
mg Kohle . Stunde 


@; 
Da der Eisengehalt der Himinkohle bedeutend gréBer als der der iibrigen 
Kohlensorten ist, beliuft sich die dem vorher angewandten Prinzip: 
‘ cmm verbrauchter Sauerstoff (2) 
v2 mg Eisen . Stunde : - 
berechnete Aktivitat auf 280 bis 400, also bedeutend weniger als die 
oben berechneten Aktivitaten des Eisens in Blutkohle. 
Ferner hat Haminkohle nur ein Zwanzigstel des Adsorptions- 
vermégens der Blutkohle. 
Aus Anilinfarbstoffen haben die Verfasser Kohlensorten mit 
hoherer Aktivitat als die der Himinkohle erhalten, selbst bei Berechnung 
derselben nach der Formel (1), z. B. aus 





Kohle aus @,') Qe 
Ee ge Ne we. 18,2 14 000 
Neutralrot ...... 13,6 13 600 


Kohle aus Bismarcksbraun besitzt eine zwanzigmal gréBere Aktivitat 
als technische Blutkohle. Aus der gleichen Leucinlésung adsorbieren 
die gleichen Mengen der beiden Kohlensorten 4 bzw. 30 Proz. 

Die Verfasser kénnen deshalb hierin keinen Zusammenhang zwischen 
Adsorptionsvermégen und katalytischer Wirkung erblicken, zu welcher 
Voraussetzung man vom theoretischen Gesichispunkt geneigt sein konnte. 

Das wirksame Prinzip ist also an Stickstof{f gebundenes Eisen. Das 
Verlangen nach einer Bindungsweise, wie sie in Pyrrolringen vorliegt, 
verletht den Versuchen keine Stiitze. 


1) Warburg und Brejeld, diese Zeitschr. 145, 468, 1924. 
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VI. Bemerkungen 
zu den Theorien tiber den Oxydationsmechanismus im Organismus. 


A. Allgemeine Gesichtspunkte. 


Das Interesse fiir die Atmungschemie ist zurzeit besonders groB. So 
studiert H. von Euler!) den Zusammenhang zwischen den Fetten und Koble- 
hydraten im Kérper im Anschlu8 an seine friiheren Resultate, nach welchen 
bei dem oxydativen Abbau der Fette Ausgarigsmaterial zur Glykogen- 
bildung erhalten wird. 

L. Ashers*) Mitarbeiter Calvo-Criado ficht spater dieses Problem in 
vivo an, und George Curtis*) findet, daB bei kérperlicher Arbeit die Steigerung 
der Respirationsquote durch die vom Kohlehydrat entwickelte Energie 
bedingt ist. 

Brugsch und seine Mitarbeiter studieren die Glykolyse an organischem 
Gewebe teils mittels Trockenpraparat*) im Anschlu8 an die diesbeziiglichen 
Untersuchungen von Eulers, Myrbdcks und Karlssons*®) und teils mit ge- 
woéhnlichem Gewebe®). 

Heianzan untersucht den EinfluB der lonenwirkung auf gewisse 
Funktionen der Leber und auf den Kohlehydratumsatz in diesem Organ, 
in drei aufeinander folgenden, kiirzlich veréffentlichten Abhandlungen’) 
beschrieben. 

Ferner sind Grajfe*®), Reinwein und Singer mit dem Problem der Zell- 
atmung beschaftigt. Die Glykolysewirkung hat Negelein®) als Versuchs- 
objekt gewahlt, und zwar in embryonalem Gewebe. 

Diese kleine Ubersicht mag geniigen, um zu beleuchten, welche 
zentrale Stellung die Erforschung derjenigen chemischen Reaktionen, 
die wir mit dem gemeinsamen Namen Atmung bezeichnen, und die 
Bedingungen fiir das Eintreten derselben, tatsichlich einnehmen. 

Warburg und Wieland haben in ihren an anderer Stelle behandelten 
Theorien versucht, die vorherrschenden Prinzipien, welche den ge- 
nannten Reaktionen zugrunde liegen, naher zu prazisieren. 

Dies diirfte vielleicht etwas verfriiht erscheinen, da die Anzahl 
der hierher gehérenden, naher bekannten Reaktionen noch recht 
beschrankt ist. Wieland schreibt aber hieriiber!®): 


!) von Euler, diese Zeitschr. 164, 18, 1925. 

2) Asher, ebendaselbst 164, 76, 1925. 

8) Derselbe, ebendaselbst 164, 97, 1925. 

4) Brugsch und Horsters, ebendaselbst 164, 191, 1925. 

5) von Euler, Myrbdck und Karlsson, H. 148, Heft 4 bis 6, 1925. 

*) Brugsch, Cahen und Horsters, diese Zeitschr. 164, 199, 1925; Brugsch, 
Horsters und Vorschiitz, ebendaselbst 164, 207, 1925; Brugsch, Horsters und 
Narita, ebendaselbst 164, 247, 1925; dieselben, ebendaselbst 164, 257, 1925; 
Brugsch, Horsters und Harada, ebendaselbst 164, 271, 1925. 

7) Heianzan, ebendaselbst 165, 33, 57 und 81, 1925. 

8) Grafe, Reinwein und Singer, ebendaselbst 165, 102, 1925. 

*) Negelein, ebendaselbst 165, 122, 1925. 

0) Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 
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»,»Man wird auch feststellen, daB die Linie der sicheren ,, Ergebnisse‘ 
haufig tiberschritten, daB die Darstellung vielfach durchsetzt ist mit hypo- 


» 


thetischen Einschlagen und mit Ableitungen, die der experimentell ge- 
sicherten Grundlage entbehren. Dies liegt in der Natur des Stoffes und in 
der bewuBten Absicht des Verfassers. Die hier vertretenen Vorstellungen 
sind bisher nur auf Teilgebieten der biologischen Oxydation experimentell 
gepriift worden und haben sich dort bewahrt. Sie streben darnach, in weiterem 
Umfang der entscheidenden Instanz des Experiments zugefiihrt zu werden. 
Die einfache Grundreaktion der Wasserstoffverschiebung fiihrt mit zwingen- 
der Gewalt zu einer einheitlichen Umfassung aller Zellvorginge, bei denen 
irgendeine Anderung des Oxydationswertes der beteiligten Stoffe im 
Spiele ist.“ 

Warburgs und Wielands Art, sich die auf einem Gebiet gemachten 
Erfahrungen auf einem anderen nutzbringend zu machen, ist natiirlich 
villig berechtigt, wenn man sich auch hierbei ver Augen halten muB, 
daB eine Parallele mehr oder weniger vollstandig sein kann. 


Im folgenden méchte ich die beiden Theorien in Kiirze besprechen. 


B. Bemerkungen zur Warburgschen Theorie. 


Wie ich bereits friiher dargetan habe, geht Warburg von der Tat- 
sache aus, daB nach dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse jede 
lebende Zelle Eisen enthalt. Er iibernimmt dabei die seit Lavoisier 
vielfach betonte Sentenz, da Leben ohne Eisen unméglich ist, und 
wirft auf Grund friiherer und besonders eigener experimenteller Ergeb- 
nisse die Behauptung auf: ,,Der sauerstoffiibertragende Bestandteil 
des Atmungsferments ist Eisen“. An die Seite spezifischer chemischer 
Krifte stellt Warburg als wesentlichen Faktor bei der Atmung der 
lebenden Substanz die unspezifischen Oberflichenkrafte: ,,Die Atmung 
ist eine Reaktion an Oberflichen“'). 

Betreffs des Versuchsmaterials Warburgs scheint, wie bereits 
friiher hervorgehoben ist, die Katalyse der Oxydation von Aminosauren 
durch organische Kohle kaum als ,,Modell“ fiir den entsprechenden 
Sauerstoffverbrauch in den Zellen angesehen werden zu kénnen. Erstens 
werden die Aminosauren nicht als ganze Molekiile verbrannt, sondern 
sicher zuerst durch Reaktionen in der Zellfliissigkeit zu Verbindungen 
mit drei Kohleatomen gespalten, ehe sie ausoxydieren. Zweitens 
endet die Oxydation z. B. von Alanin nach Wieland nicht mit Kohlen- 
siure, Ammoniak und Wasser, sondern, wie auch ich vorher Gelegenheit 
darzulegen hatte, mit Essigsiure und Acetaldehyd in schlechter Aus- 
beute. 


1) Siehe den zusammenfassenden Vortrag Ber. d.d. chem. Ges. 538, 1001, 
1925, komplettiert durch Ellinger Ber. d. d. chem. Ges. 58, 1547, 1925. 
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Bei der Untersuchung der Abhangigkeit der Aktivitat einer ge. 
wissen Kohle vom Eisengehalt der letzteren erscheint es nicht aus- 
geschlossen, daB die Aktivitaét und das Adsorptionsvermégen der Kohle 
schon allein durch Kochen mit Salzsiure und Priparieren mit Eisen- 
salzen veriindert werden kann. 

Katalysatoren wie Platinschwamm und Palladiumschwarz er- 
wiesen sich von besonders leicht verinderlicher Aktivitat. Hierbei sei 
auf Willstdtters Versuche iiber die Hydrierungsaktivitat von Palladium- 
schwarz bei der Hydrierung von organischen Stoffen mit molekularem 
Wasserstoff niher hingewiesen. Als sicher darf wohl angesehen werden, 
daB dieselbe Eigenschaft auch bei der Kohle vorkommt, wenn auch 
vielleicht mit geringerer Variationsbreite. Um vollstandige Gewibheit 
zu erlangen, scheint es erforderlich zu sein, das Kochen und Gliihen 
fortzusetzen und die Priiparate auf ihre Aktivitét hin so lange zu 
untersuchen, bis diese konstant geworden ist. DaB zwei Kohlesorten 
mit ein und demselben Eisengehalt, jedoch mit ungleicher Vor- 
behandlung, verschieden starke Oxydationsaktivitat haben kénnen, 
ist sehr wahrscheinlich, da die Kohle ein stark wechselndes Adsorp- 
tionsvermégen besitzt. Eine Berechnung der Oxydationsaktivitat 
der Kohle im Vergleich zum Eisen scheint darum zu _ irgendwelchen 
reproduzierbaren Resultaten nicht zu fiihren. 


Hinsichtlich des Resultats der Kohleversuche ist bemerkenswert, 
daB die Kohlesorten mit héchster Aktivitat das geringste Adsorptions- 
vermégen besaBen, und ferner, da bei Anwendung von Zuckerkohle 
Wasserstoffperox yd vis Reaktionsprodukt nachgewiesen wurde. 


Die verschiedenen Kohlesorten zeigen nach den Versuchen 
Warburgs ein besonders variierendes Verhalten. Warum gerade technische 
Blutkohle ein ,,brauchbares Modell*‘ sein soll, scheint nicht geniigend 
begriindet zu sein. 


A priori anzunehmen, die Oxydation von Aminosauren im lebenden 
Gewebe und mit Kohle und molekularem Sauerstoff verliefe so ahnlich, 
daB man daraus auf gegenseitige chemische Relationen der ent- 
sprechenden Katalysatoren zu schlieBen berechtigt ware, scheint 
ferner ziemlich fraglich. 

Betreffs der Blausiurevergiftung mul} man, wie bereits hervor- 
gehoben, die verschiedene Vergiftung in vivo und in vitro beriick- 
sichtigen. Meine eigenen Versuche haben an die Hand gegeben, dab 
bei Katalase die einem gewissen Vergiftungsgrad entsprechende Blau- 
siuremenge nicht proportional der zugesetzten Eisenmenge wechselt. 


AuBerdem werden Katalase von Stoffen wie Phenylhydrazin und 
Hydroxylamin in einem Grade vergiftet, der nach Warburg spezifisch 
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ist, ohne irgendwelche besonderen Relationen zum Eisen zu haben. 
Katalase ist jedoch gegen oxydative und reduktive Einfliisse besonders 
empfindlich. Es eriibrigt sich deshalb die Untersuchung, ob diese 
Vergiftungen auch reversibel sind. Es diirfte jedoch an negativen 
Beweisen gegen die Theorie der Blausiure als spezifischem Vergifter 
oxydativer Prozesse und deren Katalysierung durch ausschlieBliche 
Eisenverbindungen nicht fehlen. 

Die Atmung besteht sicherlich aus einem wenigstens zurzeit un- 
iibersehbaren Komplex von Teilreaktionen, von denen eine jede durch 
ihr zugehériges Enzym katalysiert wird. 

Ob die letztgenannten eine so ausgepragte Relation zueinander 
haben, daB ein allgemein vorherrschendes Prinzip hierin zu spiiren 
wire, wie es Warburg vorauszusetzen scheint, ist eine Frage, deren 
Beantwortung noch im weiten Felde steht. 

Wenn also die experimentelle Beweisfiihrung Warburgs in gewissen 
Punkten, besonders betreffs der Auffassung von der Blausaurevergiftung, 
als Ermittler der Eisenkatalysatoren meines Erachtens als fraglich 
anzusehen ist, so 1aBt es sich doch nicht von der Hand weisen, daB das 
Eisen eine wesentliche Rolle bei der Atmung spielt. 

Warburg verscharft seine Auffassung mehr und mehr gegeniiber der- 
jenigen Wielands. Es erscheint jedoch berechtigt, Morgulis oben an- 
gegebenem Wege, der auf die Vereinigung der beiden Theorien hinzielt, zu 
folgen. Ein solches Verhalten lieBe sich so erklaren, daB HCN die 
Reaktion der Bernsteinsiure mit molekularem Sauerstoff, aber nicht 
mit Methylenblau vergiftet. Warburg nimmt an, daB die Stoffe durch 
Adsorption an die Zellenwande aktiviert werden; worin jedoch diese 
Aktivierung besteht, scheint nicht naher prazisiert zu sein. Wenn die 
Aktivierung nur durch die Konzentrationsverstarkung zustande kommt, 
wiirden ja Aktivitét und Adsorptionsvermégen parallel gehen, was bei 
Warburgs Kohleversuchen nicht der Fall war. Hier gibt also Wiclands 
Theorie nihere Aufklirung. 


C. Bemerkungen zur Wielandschen Theorie. 


Die von Loew zuerst geiiuBerte Auffassung iiber die Wirkung der 
Katalase in Zellen hat Wieland in seinen ausgezeichneten Studien iiber 
‘Oxydationsprozesse und deren Katalysatoren allseitig beleuchtet. 

» Wir glauben“, schreibt Wieland"), ,,daB sich schon jetzt eine weitere, 
sehr verbreitete Enzymwirkung auch jenem Reaktionssystem (dem 
Oxydoreduktionssystem im Organismus) angliedern laBt, namlich die 
katalytische Zersetzung des Hydroperoxyds in Wasser und Sauerstoff, die 
durch die sogenannten Katalasen ungemein stark beschleunigt wird.‘ 


1) Ber. d.d. chem. Ges. 55, 3646, 1922. 
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Nach Wielands Theorie ist, wie bereits hervorgehoben, das Hydro- 
peroxyd das erste Produkt der Hydrierung des molekularen Sauerstoffs, 
und es muB auch wahrend der Atmung im Organismus in erster Phase 
Hydroperoxyd gebildet werden, und zwar durch Oxydation von 
aktiviertem Wasserstoff mit molekularem Sauerstoff als Akzeptor. 

Jahrzehntelange Diskussion dieses Problems von der Aufgabe der 
Katalase im Organ hat, soweit mir bekannt, keine Theorie von nur 
annahernder Tragweite wie die von Wieland ausgeformte hervorbringen 
kénnen. Dies diirfte als eine der starksten Stiitzen der Wielandschen 
Theorie angesehen werden kénnen. Nach Warburg wire das Enzym 
Katalase eine Eisenverbindung!), die Frage von dessen physiologischer 
Aufgabe scheint aber nicht beantwortet zu werden. Obgleich das 
Wasserstoffperoxyd ein Nebenprodukt bei vielen Oxydationen ist, 
konnte dessen Auftreten im Organ trotz eifriger Versuche in dieser 
tichtung nicht nachgewiesen werden. Ferner ist die Schadlichkeit 
von H,O, fiir das organische Goewebe sehr verschieden beurteilt 
worden. 

Die erstere Tatsache griindet sich darauf, daB die Katalase eine 
viel héhere Empfindlichkeit gegen Blausaure besitzt, als die Reduktase 
aufweist. Bei Blausdurevergiftung eines Organs sollte aus diesem Grunde 
das H,O,-bildende Enzym nicht vergiftet werden, dagegen das H,O,- 
spaltende, weshalb H,O, aus diesem Grunde nachgéwiesen werden 
kénnte. Inzwischen verhalt sich aber die Katalase bedeutend anders 
in vitro als in vivo. 

H,O, diirfte auch als Zwischenprodukt bei der Oxydation im 
Organismus auftreten kiénnen, selbst wenn dessen Schadlichkeit fiir 
das lebende Gewebe nicht so ungemein gro} ware. 

Es hat sich ergeben, daB jede Oxydation parallel mit einer oder 
sogar durch eine Reduktion bedingt ist, und vice versa, und deshalb 
spielen wahrscheinlich die Reduktionsprozesse beim Stoffwechsel in den 
Organen eine groBe Rolle, wenn man auch zurzeit nur tiber eine be- 
grenzte Anzahl von Beispielen hierfiir verfiigt. Die enzymatische De- 
hydrierung von Alkoholen zu Aldehyden und weiter zu Sauren ist 
altbekannt. Betreffs der Dehydrierung der Bernsteinsaure, einem Prozeb, 
der beim Abbau der Fettsiuren im Kérper eine vorherrschende Rolle 
zu haben scheint, nahm ich bereits friiher auf die Arbeiten von Ah/gren 
und Thunberg Bezug. Das Enzym Reduktase ist ferner der 
Gegenstand eines besonders eingehenden Studiums am_hiesigen 
Institut ?). 


') Diese Zeitschr. 186, 270, 1923. 
2) H. v. Euler und R. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 44, 
1925; 151, 155, 1926; 152, 264, 1926. 








370 S. Hennichs: 


Betreffs der Kohlehydrate hat Wieland') gefunden, dab ,,auch 
Glucose durch das Ferment der Essigsiurebakterien mit Methylenblau 
sauerstofflos zu Kohlendioxyd und Wasser verbrannt wird‘. Ahlgren*) 
findet jedoch, daB a, 8-Glucose kein direkter Wasserstoffdonator ist, 
sondern in Milchsiure gespalten wird. 


Zusammenfassung. 


Im folgenden werden die Hauptergebnisse meiner bisherigen 
Untersuchungen iiber Leberkatalase zusammengestellt. 
1. Es wurde die Giiltigkeit der von Euler und Josephson vor- 
geschlagenen Aktivitatsformel 
Reaktionskonstante 
Gramm Enzympraparat 


( Kat.f. 


zur Charakterisierung der Wirksamkeit von Katalasepriiparaten bei 
Benutzung niedriger Substratkonzentrationen (< 0,015n H,0O,) fest- 
gestellt (S. 318 und 319). 

2. Die inaktivierende Wirkung des Substrats auf das Enzym 
wurde untersucht. 

Hierbei wurde eine direkte oxydative Zerstérung des Enzyms 
konstatiert. Irgendwelche Proportionalitat zwischen der Anzahl um- 
gesetzter Molekiile H,O, und des Aktivitatsverlustes scheint aber nicht 
vorzuliegen. 

3. Eine Reingewinnungsuntersuchung des Enzyms bei Benutzung 
des Willstdtterschen Adsorptionsverfahrens wurde mit Pferdeleber als 
Ausgang'smaterial vorgenommen (S. 317 bis 341). 

Die Aciditatsbedingungen der Adsorption und Elution des Enzyms 
wurden bei Verwendung von Kaolin bzw. Tonerdehydrat als Adsorptions- 
mittel studiert 

Es wurden Priparate von Kat.f. gleich etwa 20000 bis 25000 
dargestellt, deren Aktivitat also die der Lebersubstanz um das 300- bis 
400fache iibertrifft (S. 334). 

Die Aschengehalte derselben variieren zwischen 11,3 bis 12,8 Proz., 
die Eisengehalte zwischen 3,3 bis 4,1 Proz. (S. 320, 331 und 334). 

4. Der EinfluB der Substratkonzentration auf die Geschwindigkeit 
der Katalasewirkung wurde untersucht ; aus dem Verlauf der Aktivitats- 
(S)-Kurve laBt sich der Wert Ky auf rund 22 als erste Orientierung 
schatzen. Die GréBenordnung ist also dieselbe, wie die bei anderen 
daraufhin untersuchten Enzymen. 


1) Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 494, 1922. 
*) Ahlgren, Skand. Arch. f. Physiol. 47, suppl, 203. 
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5. Die Abhangigkeit der Thermo-Inaktivierung des Enzyms von 
der Zeit liefert eine Stiitze fiir die Annahme von Enzymhomologen ver- 
schiedener Stabilitat. Die Inaktivierungskonstante ( &, = log 7) 
laBt sich auf 0,0534 und 0,0020 berechnen. 

6. Die von Eulerschen Aktivierungen von Hefe- und Blutkatalase 
durch Protoplasmagifte, wie Toluol und Alkohol, wurden an Leber- 
substanz reproduziert, und zwar erwiesen sie sich auch an diesem 
Beispiel als durch die Gegenwart von Zellen bedingt (S. 323). 

7. Die Bestimmung des Eisengehalts in Katalasepriparaten ver- 
schiedenen Reinheitsgrades scheint keine Relation zwischen Eisen- 
gehalt und enzymatischer Wirksamkeit zu liefern (S. 320). 

Die Aktivitét der erhaltenen hochaktiven Katalasepraparate, auf 
den Eisengehalt als einzige aktive Gruppe des Enzyms berechnet, 
(cmm O,/mg Fe . Stunde), liefert Zahlen, die zwischen 10000000 und 
100000000 liegen (8. 343). 

Zum Vergleich seien die von Warburg fiir Eisen bei dessen Katalyse 
der Oxydation Cystein —» Cystin erhaltene Ziffer, namlich 400000, sowie 
die Ziffern fiir lebende Zellen, 7000 bis 100000, und fiir Eisen in 
organischer Kohle bei Oxydation von Aminosiéuren, nimlich 1000 bis 
25000!), angefiihrt (S. 362). 

Auf letzterem Gebiet von mir angestellte Versuche ergaben 
niedrigere Werte (S. 362). 

8. Anhaltspunkte fiir oder gegen die Annahme des Eisens als 
aktiver Gruppe des Enzyms liefert obige Berechnung aber nicht, da 
das Verhaltnis zwischen zugesetzter Menge an Trockensubstanz Enzym 
und dabei zugesetzter Eisenmenge an der eite der Aktivitétszahlen 
verschwindet (S. 343). 

9. Das Verhalten der hochaktiven Katalasepraparate zur Blau- 
siure liefert keine Stiitze fiir die Warburgsche Annahme der Blausiure 
als spezifischem Vergifter des Eisens in der Katalase (S. 351). 

10. Die Wielandsche sowie die Warburgsche Theorie der Oxydation 
im Organismus wurden, teilweise auf Grund meiner eigenen Ergebnisse, 
besprochen und dabei hervorgehoben, daB das Warburgsche Versuchs- 
material zu so weitgehenden Verallgemeinerungen, wie sie von diesem 
Forscher gemacht worden sind, kaum auszureichen scheint (S_ 365 bis 370). 


1) Nach meinen Berechnungen. 














Uber die Wechselwirkung zwischen hydrophoben Solen 
und Pseudoglobulin aus normalem und Antidiphtherieserum, 


Von 
A. Rabinerson. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Bakteriologischen Instituts ,,Pasteur“ 
zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 2. Marz 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Beeinflussung der Bestiindigkeit von hydrophoben Solen 
durch Pseudoglobulin aus normalem und Immunserum wurde von 
Reitstétter') und dann von Freundlich und Beck*) eingehend studiert. 
Die Ergebnisse dieser Autoren, die gut iibereinstimmen, zeigen, daB 
die aus einem antitoxischen Serum gewonnene elektrolytfreie Pseudo- 
globulinfraktion ein Fe,O,-Sol starker sensibilisiert als das Pseudo- 
globulin aus einem normalen Serum. Aus meinen eigenen Unter- 
suchungen geht hervor, daB bei der Wechselwirkung zwischen Pseudo- 
globulinen aus normalem und Immunserum einerseits und hydro- 
phoben Solen andererseits noch gewisse andere Unterschiede auftreten. 
Eine Erklarung dieser Erscheinungen wird jedoch erst dann méglich 
sein, wenn eine Priifung simtlicher Mischungsverhaltnisse beider 
Komponenten in Gegenwart von Elektrolyten verschiedener Kon- 
zentration vorgenommen wird. Als hydrophobe Kolloide wurden 
ein negatives Berlinerblausol und ein positives Fe,O,-Sol gewahlt. 
Die elektrolytfreien Pseudoglobulinfraktionen aus Normal|-Pferdeblut- 
serum sowie aus Antidiphtherieserum (1 ccm = 200 A.-E.) wurden 
durch Aussalzen mit Ammonsulfat und nachfolgende Dialyse gewonnen. 
Die Versuchsanordnung war stets die folgende: Es wurden je 0,5 ccm 
eines jeden Sols in das Probierglas abpipettiert und das Kolloidgemisch 
mit lecm Kochsalzlésung vermengt. Die Versuchsergebnisse sind 
graphisch mittels vorstehender Kurven wiedergegeben; die Ordinaten 


1) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 30, 507, 1920. 
2) Diese Zeitschr. 1€6, 190, 1925. 
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bedeuten den Flockungsgrad in einem willkiirlichen MaBe, die Ab- 
szissenzahlen stellen die Mengenverhiltnisse beider Sole dar in Pro- 
zenten des Gesamtgehalts der Lésung an kolloidaler Substanz. Das 
linke Ende der Abszisse entspricht dem reinen hydrophoben Sol 
(100 Proz.), das rechte dem reinen Globulinsol. Die links von den 
Abbildungen stehenden Zahlen bedeuten die Kochsalzkonzentration, 
ausgedriickt in Millimol im Liter. 

Wir betrachten zuniachst die Gemische von Berlinerblausol mit den 
beiden angefiihrten Arten von Pseudoglobulin. Auf Abb. 1 sind die Er- 
gebnisse beider Versuchsreihen wiedergegeben. Abb. 1, A entspricht dem 
aus einem Normalserum stammenden Globulin; Abb. 1, B dem Globulin 
aus Antidiphtherieserum. 

Die Mengenverhaltnisse der Sole waren in den beiden Versuchsreihen 
dieselben; folgende Gemische wurden gepriift : 


Gewichtskonzene {Fey(FeCyg)s 0,05 0,05 005 0,05 005 0,05 0,05 


tration \Globulin 0,005 0.0125 0,025 0.05 0,125 025 05 
Prozentverhaltnis der | Fe,(FeCy,)s 90,91 80 66,67 50 28,57 16,67 9,09 
beid. Sole im Gemisch | Globulin 9,09 20 33,33 50 71,43 83,33 90,91 


Es ist zu bemerken, daB das reine Fe,(FeCy,),-Sol von 500 Millimol 
NaCl im Liter unvollsténdig, von 1000 Millimol dagegen vdllig aus- 
geflockt wurde. Behandelt sei zunadchst das Immunglobulin enthaltende 
Gemisch (Abb. 1, B). Imelektrolytfreien Medium (NaCl-Konzentration = 0) 
reagieren die beiden Komponenten untereinander gar nicht. Die Flockungs- 
kurve fallt infolgedessen mit der Abszisse zusammen. Erst in Gegenwart 
von 100 Millimol NaCl treten Flockungserscheinungen auf. Wie man aus 
Abb. 1, B ersehen kann, ist die Koagulationszone auf bestimmte Mischungs- 
verhiltnisse von Berlinerblau und Eiweif beschrinkt; das Flockungs- 
optimum tritt bei gleichen Gewichtskonzentrationen der beiden Bestandteile 
auf. Der héchste Punkt der Kurve stellt jedoch eine unvollstandige Flockung 
dar. Zu beiden Seiten, d. h. bei Uberschu8 von Berlinerblau [76,67 Proz. 
Fe,(FeCy,);, 33,33 Proz. Globulin} oder von Eiweif [71,43 Proz. Globulin, 
28,57 Proz. Fe,(FeCy.¢),], wird der Flockungsgrad noch geringer. Bei noch 
gréBerem Uberschu8 eines der beiden Bestandteile (80 Proz. Fe,(FeCy¢)s 
oder auch 83,33 Proz. Globulin) treten so gut wie gar keine Flockungs- 
erscheinungen auf. Infolge der Einwirkung héherer Elektrolytkonzen- 
trationen, die jedoch unterhalb des Triibungswertes') des _reinen 
Fe,(FeCyg¢),-Sols liegen (350 Millimol. NaCl im Liter), wird die Flockungs- 
kurve umgewandelt, und zwar derart, daB sowohl der Gipfel als auch beide 
Aste der Kurve sich heben. Es ist zu betonen, daB der Gipfel der Kurve dabei 
denselben Mengenverhialtnissen der Sole entspricht. Sehr interessant sind 
die weiteren Umformungen unserer Flockungskurve. Von 500 Millimol NaC] 
im Liter wird das reine Fe,(FeCyg),-Sol unvollstandig geflockt (die iiber- 
stehende Fliissigkeit ist gefairbt). Bei dieser Kochsalzkonzentration wird 
aber der Gipfel der Kurve noch héher emporgehoben als es bei 350 Millimol 
der Fall ist, indem er bereits eine vollstandige Koagulation darstellt (die 
iiberstehende Fliissigkeit ist wasserhell). Ferner wird auch der linke Ast 
der Kurve emporgehoben, der rechte dagegen viel schwacher. Noch héhere 
Elektrolytkonzentrationen (die oberhalb des Koagulationswertes des reinen 


1) 500 Millimol NaCl im Liter. 
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Berlinerblausols liegen) wandeln selbstverstandlich den linken Ast in eine 
Gerade um, die parallel mit der Abszisse auf der Héhe der vélligen Flockung 
liegt. Der rechte Ast dagegen kann in seiner ganzen Lange derart nie um- 
gewandelt werden, er wird allein emporgehoben 
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Abb. 1. Graphische Darstellung der Wechselwirkung zwischen dem Berlinerblausol und Pseudo- 

globulin aus normalem (4) und Antidiphtherieserum (8). Die links von den Figuren stehenden 

Zahlen bedeuten die NaCl-Konzentration, Millimol im Liter. Die oberen Zahlen bedeuten den 
Prozentgehalt der Gemische an Globulin. 


Sucht man die soeben geschilderten Erscheinungen vom Standpunkt 
des Sensibilisierungsprozesses und der Schutzwirkung zu beurteilen, so 
ergibt sich folgendes: 

Betrachten wir diejenige Flockungskurve, die einer Kochsalz- 
konzentration von 500 Millimol im Liter entspricht. Es ist klar, da® der 
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linke emporsteigende Ast der Kurve die Sensibilisierung des Fe,(FeCyg),- 
Sols durch Globulin graphisch darstellt: das reine Berlinerblausol wird ja 
von 500 Millimol NaC] im Liter nur teilweise, bei Zusatz von 9,09 bis 50 Proz. 
Globulin dagegen véllig geflockt. Bei Uberschu8 von Eiwei8 (71,43 Proz. 
Hobulin, 28,57 Proz. Berlinerblau) wird die Koagulation wieder unvoll- 
standig, bis sie schlieBlich véllig aufhért (83,33 Proz. Globulin). Vom 
Standpunkt der Bestandigkeit des Fe,(FeCy,),-Sols betrachtet, kann der 
rechte Ast der Kurve als graphische Darstellung der Schutzwirkung an- 
gesprochen werden. In der Tat nimmt die fragliche Schutzwirkung mit 
steigender Elektrolytkonzentration ab. 

Der rechte Ast unserer Kurven kann aber auch anders gedeutet werden. 
Wie oben erwahnt, werden beide Aste, sowohl] der linke als auch der rechte, 
von steigenden Salzkonzentrationen emporgehoben. Stellt der linke Ast 
die Sensibilisierung des Berlinerblausols durch Globulin dar, so kann der 
rechte Ast als graphische Darstellung der Sensibilisierung von Globulin 
durch das Fe,(FeCy,),-Sol gelten. Da aber das hydrophobe Fe,(FeCy.),-Sol 
von NaCl auch ohne Zusatz von EiweiB gefallt wird, das hydrophile Globulin 
dagegen nicht, so scheint es selbstversténdlich zu sein, daB der linke Ast 
von hohen Salzkonzentrationen zu einer horizontalen Geraden umgewandelt 
wird, der rechte Ast aber nur emporgehoben. DaB beide Aste tatsichlich 
ahnliche Prozesse darstellen (Sensibilisierung des im Uberschu8 vorhandenen 
Bestandteils durch den im UnterschuB8 anwesenden), erhellt woh! zur Geniige 
aus der Betrachtung jener Kurven, die den unterhalb des Flockungswertes 
des Fe,(FeCy,),-Sols liegenden Salzkonzentrationen entsprechen, wo 
namlich beide Aste ziemlich gleichartig entwickelt sind. 

Der Vergleich simtlicher Kurven untereinander zeigt ferner, daB die 
Begriffe Sensibilisierung sowie Schutzwirkung eigentlich nur als AuBerungen 
gewisser Bedingungen aufgefaBt werden kénnen, indem sie keineswegs 
in der Natur der Sache begriindete Erscheinungen charakterisieren. Wenden 
wir uns z. B. jenem Gemisch zu, das 71,43 Proz. Globulin und 28,57 Proz. 
Fe,(FeCy,), enthalt. In einer 100 bis 350 Millimol im Liter enthaltenden 
Kochsalzlésung wird das fragliche Gemisch unvollstandig geflockt. Da 
aber das reine Berlinerblausol von diesen Salzkonzentrationen weder 
geflockt noch getriibt wird, so scheint es gerechtfertigt zu sein, von Sensi- 
bilisierung vom Berlinerblausol durch Globulin zu sprechen. In einer 
n Lésung von NaCl iibt dagegen dieselbe Menge Eiwei8 eine ausgesprochene 
Schutzwirkung aus! 

Wenden wir uns nun dem Verhalten der Gemische vom Fe,(FeCyg),-Sol 
mit dem aus einem Normalpferdeserum stammenden Pseudoglobulin zu. 
Wie aus Abb. 1, A ersichtlich ist, wird das fragliche Gemenge erst von einer 
350 Millimol im Liter enthaltenden Kochsalzlésung zur Flockung gebracht. 
Weder 100 noch 250 Millimol im Liter vermégen dies zu tun. Der Gipfel 
der Flockungskurve, die bei 350 Millimol NaCl im Liter auftritt, liegt aber 
niedriger, als es bei derselben Salzkonzentration im Gemisch mit Immun 
globulin der Fall ist. Demzufolge sind auch beide Aste niedriger gelegen. 
Die Mengenverhialtnisse dagegen, die dem Gipfel der Kurve (Fallungs- 
optimum) entsprechen, sind dieselben, und zwar 50 Proz. Globulin und 
50 Proz. Berlinerblau. Bei héheren NaCl-Konzentrationen wird der linke 
Ast ebenso umgewandelt, wie es in der obigen Versuchsreihe der Fall ist, der 
rechte dagegen bleibt stets niedriger, als im Gemisch mit Lmmunglobulin. 

Es ergeben sich aus diesen Versuchen zunachst folgende Tatsachen: 
1. Die Schutzwirkung des Pseudoglobulins aus einem Normalserum ist 


25% 
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groBer als die des aus einem Immunserum stammenden Pseudoglobulins 
(so wird z. B. das 71,43 Proz. Normalglobulin enthaltende Gemisch von 
2000 Millimol NaCl nur teilweise geflockt, wahrend es im Falle von Immun- 
globulin vollstandig koaguliert wird). 2. Das Pseudoglobulin aus dem 
Antidiphtherieserum sensibilisiert das Berlinerblausol staérker als das 
Pseudoglobulin aus n Serum. 

Es liegt auf der Hand, da8 beide Unterschiede infolge der gréBeren 
Bestandigkeit des n Globulins zum Vorschein kommen. Der Vergleich 
der beiden Aste unserer Kurven zeigt ja, da® je bestandiger ein Sol ist, 
desto geringer das Emporheben des ihm entsprechenden Astes ist. Dasselbe 
gilt auch, falls wir die beiden Pseudoglobuline untereinander vergleichen: 
das aus einem Antidiphtherieserum stammende Pseudoglobulin ist aus- 
gesprochen mehr hydrophob als das aus einem n Serum gewonnene. 

Wenden wir uns nun dem Fe,0,-Globulinsol zu. Die Versuche sind 
mit folgenden Gemischen aufgestellt worden: 


Gewichtskonzentration : 

Fe,O, . 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05 0,025 0,01 
Globulin 0.0019 0.0039 0,0078 0,0156 0,0313 0.0625 0,15 0.25 0:25 0.25 0,25 
Prozentverhialtnis der Sole im Gemisch, 

Fe,O, . 98,14 96,54 92,76 86,51 76,16 61,54 40 2857 16,67 9,09 3,85 
Globulin: 1,86 3,46 7,24 1349 23,84 3846 60 71,43 83,33 90,91 96,15 


Die Ergebnisse der Versuchsreihen sind auf Abb. 2 graphisch wieder- 
gegeben. (A:n Globulin, B: Globulin aus Antidiphtherieserum). Wenden 
wir uns vorerst dem Gemisch vom Fe,O,-Sol mit dem Normalglobulin zu 
(Abb. 2,A). Wie aus der Abb. 2, A ersichtlich ist, gibt das Solgemisch, mit 
Kochsalzlésungen verschiedener Konzentration vermengt, zwei voneinander 
scharf getrennte Flockungszonen, und zwar liegt die eine derselben im 
Gebiet der hohen EiweiS8konzentrationen (rechte Kurve), die andere da- 
gegen bei sehr geringer. 

Die linke Kurve stellt die gegenseitige Ausflockung des Eisenoxydsols 
und des Globulinsols graphisch dar. Die Ausflockung tritt, wie aus der 
Abb. 2,A ersichtlich ist, erst bei Zusatz von 50 Millimol NaCl auf, wahrend 
sie bei dieser Salzkonzentration nur unvollstandig ist (Triibung). Der 
optimale Punkt dieser Zone (der Gipfel der linken Kurve) entspricht einem 
Gehalt von 86,51 Proz. Fe,O, und 13,49 Proz. Globulin des Gemisches. 
Mit steigender Kochsalzkonzentration wird der Flockungsgrad gesteigert 
und die Flockungszone verbreitert; dementsprechend liegt der Gipfel 
der Kurve héher, indem die Aste derselben gleichfalls emporgehoben und 
verbreitert werden. Die weiteren Umformungen der Flockungskurve 
gestalten sich mit zunehmender Kochsalzkonzentration wie folgt: Die 
Aste der Kurve werden noch héher und breiter, indem der linke Ast, welcher 
dem Uberschu8 des hydrophoben Fe,0,-Sols entspricht und somit die 
Sensibilisierung desselben durch Globulin darstellt, steil in die Héhe 
wichst, bis er endlich nach dem Uberschreiten des Koagulationswertes 
des reinen Fe,O,-Sols [500 Millimol NaCl im Liter')] zu einer geraden Linie 
wird, welche auf der Héhe des Flockungsmaximums paralle] mit der Abszisse 
verlauft. 


1) Von 250 Millimol wird das reine, 0,1 Proz. Fe,O, enthaltende 
Eisenoxydsol getriibt, von 350 aber unvollstandig geflockt (die iiberstehende 
Fliissigkeit ist intensiv gefarbt). 




















Abb. 2. 


Fe, O «Sol und Pseudoglobulin aus normalem (4) und Antidiphtherieserum (#). 
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Ebenso, wie es beim Berlinerblau-Globulinso! der Fall ist, wird der 
rechte Ast der Kurve mit zunehmnder Salzkonzentration viel weniger 
emporgehoben als der linke. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse in der zweiten Flockungszone, 
deren graphische Darstellung die rechte Kurve ist. Die fragliche Zone tritt, 
im Gegensatz zu der soeben beschriebenen, bereits im elektrolytfreien 
Medium auf, indem eine vdéllige Ausflockung den Mengenverhaltnissen 
83,33 Proz. EiweiB und 16,67 Proz. Fe,O, entspricht. 

Bei Zusatz von Kochsalz wird die Flockung unvollstandig, bis sie 


endlich — bei geniigenden NaCl-Konzentrationen — vd6llig verschwindet. 
Mit anderen Worten, das sich bildende Koagulum wird vom Kochsalz 
peptisiert. 


Es liegt auf der Hand, daB die fragliche Flockungszone als Ergebnis 
ganz anderer Erscheinungen, die mit der typischen gegenseitigen Aus- 
flockung zweier Sole nichts zu tun haben, auftritt. Avrebs!) hat neuerdings 
eine derartige zweite Flockungszone bei der Wechselwirkung zwischen 
sauren Goldsolen und Serum festgestellt und dieselbe als ein um den iso 
elektrischen Punkt herum beschranktes Gebiet der Fallung von FiweiB8 
angesprochen. Es ist zu betonen, daB ein bestaindiges Eisenoxydsol stets 
sauer genug ist. 

Wenden wir uns nun der Wechselwirkung vom Fe,O,-Sol mit dem 
Immunglobulin zu. Aus dem Vergleich der diesbeziiglichen Kurven 
(Abb. 2, B) mit den obigen, das Verhalten des Gemisches vom Fe,O,-Sol 
mit n Globulin darstellenden (Abb. 2, A) ergibt sich folgendes: 

Was zuerst die linken Kurven betrifft, so liegen die Gipfel derselben 
bei 50 und 100 Miilimol NaCl héher als es fiir das n Globulin der Fall ist. 
Demzufolge liegen auch die entsprechenden Punkte beider Aste etwas 
héher. Anders ausgedriickt, das Immunglobulin sensibilisiert starker als 
das Globulin aus einem n Serum. Doch ist dieser Unterschied, worauf 
noch zuriickzukommen sein wird, unbetrichtlich. Es ist aber besonders 
darauf Riicksicht zu nehmen, daB die Gipfel der Kurven denselben gegen- 
seitigen Mengenverhialtnissen beider Sole (13,49 Proz. EiweiB, 86,51 Proz. 
Fe,O0,) entsprechen, wie beim Vermengen des Fe,O,-Sols mit n Globulin. 

Was nun den rechten Ast der linken Kurve betrifft, so scheint derselbe 
ebenfalls héher und nach rechts viel weiter ausgedehnt zu sein, als beim 
Globulin aus n Serum. Dementsprechend schiitzt das Pseudoglobulin aus 
Antidiphtherieserum das Fe,0,-Sol schwdcher als das Pseudoglobulin aus 
Normalserum. Der fragliche Unterschied ist, wie aus der Abb. 2 ersichtlich, 
bedeutender als der Unterschied im Sensibilisierungsvermégen. 

Es ergibt sich also, daB hinsichtlich der Verhiltnisse in der linken 
Flockungszone das ausdem Antidiphtherieserum stammende Pseudoglobulin 
sich ebenso vom Pseudoglobulin aus Normalserum unterscheidet, wie in 
den Gemischen mit Berlinerblausolen. 

Anders als beim n Globulin liegen ferner die Verhaltnisse in der zweiten 
(rechten) Flockungszone. Wohl wird das hier entstandene Koagulum 
ebenfalls durch Kochsalz peptisiert, doch scheint das fragliche Peptisieren 
viel schwerer vor sich zu gehen. Ein vélliges Auflésen des Koagulums 
tritt namlich erst in einer 1000 Millimol im Liter enthaltenden NaCl-Lésung 
auf, waihrend es beim n Globulin bereits bei 350 Millimol geschieht. Demzufolge 
sind auch die den niedrigeren Salzkonzentrationen entsprechenden Kurven 


1) Diese Zeitschr. 159, 311, 1925. 
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héher, als beim n Globulin. Meines Erachtens scheint es nicht ausgeschlossen 
zu sein, daB die schwerere Peptisierbarkeit des Koagulums im entsprechenden 
Gebiete ebenfalls von der Zunahme der hydrophoben Eigenschaften bei 
der Immunisierung abhingt. (Meine Beobachtungen beziiglich des Ver- 
haltens eines Fe,O,-Albuminsols zeigten, daB hier das Koagulum noch 
leichter peptisiert wird, als im Fe,O,-Normalglobulinsol. Das Albumin 
hat aber einen ausgesprochen starkeren hydrophilen Charakter als das 
Globulin.) 

Der Vergleich samtlicher auf Abb. 2 zusammengestellten Kurven 
zeigt nun, daB in der zweiten (rechten) Zone die Unterschiede zwischen 
Pseudoglobulinen aus n Serum und Antidiphtherieserum viel pragnanter 
sind als in der Zone der typischen Wechselwirkung. Betrachten wir nun 
simtliche bereits geschilderten Erscheinungen vom Standpunkt der Ver- 
ringerung der Besténdigkeit des Fe,O,-Sols (Sensibilisierung!) durch 
Globulin, unabhaingig davon, mit welcher Art von Erscheinungen wir es 
hier in Wirklichkeit zu tun haben, so ergibt sich folgendes: in der zweiten 
(rechten) Flockungszone wird das Fe,QO,-Sol durch beide Pseudoglobuline 
viel starker sensibilisiert als in der ersten (linken), falls man das Solgemisch 
mit kleinen Salzkonzentrationen behandelt; im _ fraglichen  Salz- 
konzentrationsgebiet sensibilisiert das Pseudoglobulin aus Antidiphtherie- 
serum bedeutend starker als das n Globulin. In der ersten (linken) Zone 
dagegen treten die Unterschiede zwischen beiden Pseudoglobulinarten, 
was das Sensibilisierungsvermégen betrifft, wie bereits erwahnt, nicht so 
scharf auf. 

Die von Freundlich und Beck (1. c.) aufgestellten Versuche beziiglich 
der Sensibilisierung vom Fe,O,-Sol durch Pseudoglobuline aus normalem 
und antitoxischem Serum zeigten namlich, daB bei Anwendung von kleinen 
EiweiBkonzentrationen (0,1 Proz.) kein Unterschied im Sensibilisierungs- 
vermégen beider Globuline auftritt; diesen Unterschied gelang es nach- 
zuweisen, wenn die Globulinsole ziemlich konzentriert waren (0,6 Proz.). 
Die Versuchsprotokolle von Freundlich und Beck erlauben die Mengen- 
verhaltnisse der Komponenten ihrer Gemische auszurechnen: im Falle 
der geringen Globulinkonzentration (0,1 Proz.) handelt es sich um ein Ge- 
misch, welches 84,57 Proz. Fe,O, und 15,43 Proz. Globulin enthalt. Diese 
Mengenverhaltnisse miissen aber im Bereich der ersten (linken) Flockungs- 
zone liegen. Wurde ein 0,6 proz. Globulinsol verwendet, so betrug der 
Gehalt des Gemisches an Globulin 92,59 Proz., an Eisenoxyd aber 7,41 Proz. 
Unzweifelhaft ist es das Gebiet der zweiten (rechten) Flockungszone. 
Tatsachlich konnten Freundlich und Beck bei Anwendung von hohen 
Kochsalzkonzentrationen eine erneute Peptisation feststellen, was in der 
fraglichen Zone allein zustande zu kommen vermag. Es liegt also auf der 
Hand, daB in den zwei von Freundlich und Beck untersuchten Fallen ganz 
verschiedene Erscheinungen auftraten. 

Zum SchluB sei mir gestattet, Herrn Prof. N. N. Andrejew, unter dessen 
Leitung meine Untersuchungen ausgefiihrt wurden, meinen tiefsten Dank 
zu sagen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Wechselwirkung zwischen Pseudoglobulinen aus 
normalem und Antidiphtherieserum und dem Berlinerblausol tritt bei 
Zusatz von Kochsalz eine Flockungszone auf, welche graphisch durch 
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eine eingipflige Kurve dargestellt werden kann. Der eine Ast der Kurve 
stellt die Sensibilisierung von Berlinerblausol durch Globulin dar, der 
andere umgekehrt die Sensibilisierung von Globulin durch Berlinerblau. 

2. Das aus einem Antidiphtherieserum stammende Pseudoglobulin 
scheint in héherem Grade hydrophob zu sein als das aus einem Normal- 
serum gewonnene. Demzufolge sensibilisiert ersteres das Berlinerblausol 
starker, schiitzt es aber vor Elektrolytfallung schwacher. 

3. Bei der Wechselwirkung zwischen dem Eisenoxydsol und dem 

*seudoglobulin treten zwei Flockungszonen auf, von denen die im 
Gebiete niedriger Eiweibkonzentrationen liegende der Flockungszone 
des Berlinerblau-Globulinsols entspricht ; die andere Zone, welche den 
hohen Globulinkonzentrationen entspricht, tritt als Ergebnis anderer 
Faktoren auf. 

4. Die sich in der ersten Zone auBernden Unterschiede zwischen 
Normal- und Immunglobulin kniipfen an jene im Berlinerblau-Globulin- 
sol auftretenden eng an. Was das Sensibilisierungsvermégen betrifft, 
so ist der Unterschied in der fraglichen Zone unbetrachtlich. 

5. Die in der zweiten Zone auftretenden Unterschiede scheinen 
viel gréBer zu sein, indem sie sich in der leichteren Peptisierbarkeit 
des Koagulums im Falle des Normalglobulins auBern. AuBerlich scheint 
es, daB in diesem Gebiete die Sensibilisierung des Eisenoxydsols durch 
Immunglobulin viel starker ausgepragt ist. 
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Im folgenden sollen in einer Reihe von Arbeiten Ergebnisse mit- 
geteilt werden, die tiber den Zusammenhang der Atmung mit dem 
Kohlehydratumsatz in verschiedenen tierischen Geweben, in der Haupt- 
sache von Ratten, erhalten wurden. Dieser Zusammenhang ist, wie 
bereits in friiheren Arbeiten gezeigt wurde, komplexer Natur. Denn 
die Gewebe kinnen Kohlehydrat auf zwei Wegen zerstéren: 1. durch 
Oxydation; 2. durch anoxydative Spaltung zu Milchsaure. Diese 
beiden Mechanismen sind aber dadurch untereinander verkniipft, dab 
durch die Oxydation des Kohlehydrats und eventuell auch anderer 


1) Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, der auch hier fiir ihre Hilfe gedankt sei 
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Nahrstoffe die Spaltung riickgingig gemacht wird, derart, dab der 
Verbrauch von 1 Mol. Sauerstoff die Abspaltung von 1 bis 2 Mol. Milch- 
siure zum Verschwinden bringt. Es ist zunichst fiir den Muskel gezeigt 
worden, daB es sich hier um eine wirkliche Riickgingigmachung der 
Milchsaiurebildung handelt, indem sowohl die physiologisch entstandene 
als auch von auBen zugesetzte Milchsiure unter Verbrauch einer be- 
stimmten Menge Sauerstoff zu Glykogen aufgebaut wird!). Fiir andere 
Gewebe konnte der Kreislauf der Milchsiure nur nach Analogie ge- 
folgert werden. Die zahlenmiaBige Ubereinstimmung des Oxydations- 


Mol. riickgangig gemachter Spaltungsumsatz 


quotienten und die 


Mol. Oxydationsumsatz 
Allgemeingiiltigkeit des Zusammenhangs, der auber fiir die Milch- 
siurespaltung auch fiir die alkoholische Gairung des Zuckers zutrifft*). 
legt eine solche Verallgemeinerung nahe. 

Wir haben im folgenden untersucht, wie weit sich dieser Zusammen- 
hang von Oxydation und Spakung auch fiir andere Gewebe beweisen 
laBbt, nachdem Warburg, Posener und Negelein®) gezeigt hatten, dab 
allgemein die unter anaeroben Bedingungen erfolgende Glykolyse des 
Zuckers zu Milchsaiure in Sauerstoff in dem vom Oxydationsquotienten 
geforderten Umfang unterdriickt wird. In der oben zitierten friiheren 
Arbeit*) wurde bereits iiber den Kohlehydratumsatz von Zwerchfell- 
und Leberschnitten von Ratten berichtet, doch wurden direkte Kohle- 
hydratbestimmungen nur in einigen orientierenden Versuchen angestellt. 
Weiterhin wurden von R. Loebel5) fiir einzelne Gewebe (graue 
Substanz des Rattenhirns, wachsendes Epithel, Froschriickenmark) 
Atmurg und Glykolyse im Vergleich zum Muskel untersucht, ins- 
besondere auch die Atmung unter dem EjinfluB des Lactats studiert. 
Die gegenwartigen Arbeiten kniipfen an diese Untersuchungen an. 
Wir berichten zunichst iiber die von uns verwandten Methoden, teils 
manometrische, die sich an die aus dem Laboratorium von O. Warburg 
beschriebenen anlehnen, zur Messung von Sauerstoffverbrauch, Kohlen- 
siurebildung, Milchsiurebildung und Milchsdureschwund, teils mikro- 
chemische, um in Gewebsschnitten, die zur Atmungsmessung gedient 
hatten, Kohlehydrat und eventuell auch Milchsiure zu bestimmen. 


In der vorliegenden Arbeit teilen wir nur die Ergebnisse der mano- 
metrischen Messungen mit, insbesondere iiber den EinfluB der Milch- 
siure auf die AtmungsgréBe der verschiedenen Gewebe, iiber den 


') O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 
*) O. Meyerhof, ebendaselbst 162, 43, 1925. 

3) Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 309, 1924. 

*) O. Meyerhof, K. Lohmann, R. Meier, 1. c. 

5) R. Loebel, diese Zeitschr. 161, 219. 1925. 
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oxydativen Schwund der Milchséure dabei und das Verhiltnis von 
Milchsaéurebildung und Milchsaéureverbrauch unter der Einwirkung 
verschiedener Faktoren. Dabei wird durch 
diese und die folgenden Arbeiten die Auf- 
fassung zu stiitzen versucht, dag wihrend der 


I, Spaltung 


“gn “ < ‘ . Hexose 2 Milchsiure 
Atmung in Gegenwart von Zucker die Milchsdure 


einen Kreislauf durchmacht, und dafi die von- 1]. Synthese 
einander unabhdngig beeinfluBbare Geschwindig- 

keit der beiden Stoffwechselphasen bestimmt, ob die Npaltung oder di 
Synthese iiberwiegt, so dap entweder Milchsdure entsteht oder verschwindet 


I. Methoden. 
a) Manometrische Methoden. 


Die von O. Warburg und seinen Mitarbeitern beschriebenen mano- 
metrischen Methoden!) zur Messung des Sauerstoffverbrauchs, der 
Kohlensiurebildung und der Milchsiurebildung von iiberlebenden 
Warmbliitergeweben in Ringerlésung und Serum haben wir auber zu 
den von den Autoren selbst angegebenen Zwecken auch zur Bestimmung 
des Verbrauchs der Milchsiéure durch tierische Gewebe angewandt. 
In der ,,verbesserten Methode zur Messung von Atmung und Glykolyse“ 
(Kastchenmethode) von Warburg wird die Milchsiurebildung neben der 
Atmungskohlensaure bestimmt durch Messung des gesamten in Gegen- 
wart von Zucker und Bicarbonat in den Gasraum iibertretenden Kohlen- 
dioxyds, wobei in Sauerstoff ein dem verbrauchten Sauerstoff gleiches 
Volumen CO, auf Atmungskohlensiure verrechwet wird, der Uher- 
schuB auf Milchsiure. Kennt man den respiratorischen Quotienten 
des Gewebes unter den Versuchsbedingungen genauer, so kann man 
die diesem Quotienten entsprechende Atmungskohlensaiure in Abzug 
bringen. Der ,,scheinbare respiratorische Quotient“ (y) 

Kohlensaure + Milchsiure 
Sauerstoff 


ist dann stets gréBer als der wahre respiratorische Quotient und 
meist itiber 1. Befindet sich aber in der Lésung das Alkalisalz einer 
organischen Saure, wie Milchsiure, und verschwindet diese Siure durch 
Oxydation oder Synthese, so bleibt Alkali zuriick und retiniert Kohlen- 
saure. Der scheinbare respiratorische Quotient y ist in diesem Falle 
kleiner als der wahre. Aus der Verkleinerung des Quotienten kann 
man die Menge verbrauchter Milchsaure ebenso berechnen, wie aus der 
Vergréperung des Quotienten die gebildete Milchsiure. 


1) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924; 158, 121, 1925; 164, 
481, 1925. 
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Noch genauer und ohne daB der wahre respiratorische Quotient 
bekannt zu sein braucht, ergibt sich der Verbrauch der Milchsaure 
aus der Zunahme des Bicarbonatgehalts der Lisung. Diese Methode 
entspricht der von E. Negelein beschriebenen'), in der aus der Ver- 
ringerung des Bicarbonats die Glykolyse berechnet wird. Wird Milch- 
siure in einer bicarbonathaltigen, mit 5 Proz. CO, im Gleichgewicht 
befindlichen Lésung verbraucht, so wird fiir jedes verschwindende 
Molekiil Milchséure ein Molekiil Kohlensiure retiniert. Bestimmt man 
daher zu Beginn und zum Schlu8 durch Einkippen eines Uberschusses 
starker Saiure, z. B. Salzsiure, den Bicarbonatgehalt, so ergibt sich 
aus der Zunahme des Bicarbonats direkt die verschwundene Milch- 
siure. Hierbei entspricht lemm Kohlensiure ebenso wie bei der 
Glykolysemessung 0,004 mg Milchsiiure. Der Milchsiureschwund wird 
von uns dabei durch den Stoffwechselquotienten Qh (Kubik- 
millimeter Bicarbonatzunahme pro Milligramm Trockengewicht und 
Stunde) ausgedriickt, wihrend Q, nach dem Vorschlag von O. Warburg 
Kubikmillimeter durch Milchsiure ausgetriebene Kohlensiure pro 
Milligramm und Stunde bedeutet. In Zahlen ist daher Qin = — Qy. 
In gleicher Weise lassen sich diese Verfahren auch zur Messung der in 
Serum verschwindenden Milchsiure anwenden, wobei man bei Ver- 
wendung der ,,Kiastchenmethode“ sich der von Warburg angegebenen 
Vorschriften bedient. Man berechnet hier die pro Millimeter Druck- 
zunahme (4p) erfolgende mittlere Retention des CO, (4u) nach der 


von Warburg fiir | Kohlensiiure angegebenen Formel (S) C, wenn in 
P 


dem Versuch Milchséure verschwindet. Sowohl der Milchsiureschwund 
wie die Milchséurebildung wird durch Vergleich der manometrischen 
mit chemischen Methoden kontrolliert. Die im folgenden benutzten 
Bezeichnungen entsprechen den von Warburg angegebenen. 


Will man im gleichen Versuch Atmung und Kohlehydratumsatz 
bestimmen, so lassen sich diese komplizierteren Methoden der Atmungs- 
messung nicht anwenden. Das gilt besonders, wenn die Atmung in 
Serum gemessen wird, weil die Zuckermenge in mehreren Kubik- 
zentimetern Serum, wie sie in diesen Methoden erfordert werden, fiir 
die Messung des Kohlehydratumsatzes zu groB ist. In diesem Falle 
mu man sich der alteren Methoden bedienen, in denen die aus dem 
Gasraum ausgetretene Kohlensiure durch Kalilauge absorbiert wird. 
Um zu verhindern, da8 hier in mehrstiindigen Versuchen die Suspensions- 
lésung alkalisch wird, wurde, bei Verwendung von Ringerlésung, 
isotonisches Phosphatgemisch von p,, 7,4 im Verhaltnis 1:20 statt 


1) Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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Bicarbonat hinzugefiigt. Bei Versuchen in Serum wurde dieses zunachst 
zur Entfernung der Hauptmenge Bicarbonat angesiuert, meist mit 
1,5 com n/10 HCI zu 10 ccm inaktiviertem Pferdeserum, und im Anschlu8 
daran langere Zeit evakuiert. Dies bicarbonatarme, kohlensiurefreie 
Serum hat eine Wasserstoffzahl von etwa 8,0, die sich in mehrstiindigem 
Atmungsversuch bis etwa 8,5 verschieben kann. Wenn auch dies Ver- 
fahren zur Messung der absoluten Atmungsgrile hinter denen bei 
physiologischen Kohlensiuredrucken an Exaktheit zuriicksteht, ist es 
doch zum Vergleich von Kohlenhydratumsatz und Sauerstoffverbrauch 
verwendbar. Ebenso kann es zur Bestimmung des wahren respiratorischen 
Quotienten im Serum dienen, indem man denselben aus drei Messungen 
ermittelt (Sauerstoffverbrauch; Bicarbonatgehalt vorher; Bicarbonat- 
gehalt nachher + in der Versuchszeit in den Gasraum abgegebener 
Kohlensaure). 


4) Mikrochemische Methoden. 


Kohlehydratbestimmung. 


Prinzip: Das Gewebsstiick wird in Alkohol getétet. In dem 
alkoholischen Auszug werden die niederen Kohlehydrate, im Riick- 
stand das Glykogen bestimmt, in der Regel gemeinsam, nachdem 
die beiden Anteile wieder vereinigt sind. Als Zuckerbestimmung dient 
die Methode von Hagedorn-Jensen, fiir deren fehlerloge Durchfiihrung 
eine vollkommene Eiweiffreiheit der zu hydrolysierenden Lésungen 
erforderlich ist. 


Austiihrung: Die Schnitte von etwa 20 bis 30 mg Feuchtgewicht - 
vor dem Versuch auf einer Torsionswage von Hartmann und Braun ge- 
wogen — werden in einer kleinen, eisgekiihlten Reibschale in 1 cem 96 proz. 
Alkohol zerrieben, dann mit der Suspensionslésung und Spiilfliissigkeit 
in ein kleines Reagenzglas umgefiillt, so daB sie in 4 bis 5cem 66proz. 
Alkohols suspendiert sind, und iiber Nacht stehengelassen. Sie werden 
zweimal auf der Zentrifuge mit derselben Menge 66proz. Alkohols ge- 
waschen, wobei der Gewebsriickstand jedesmal etwa eine Stunde mit 
Alkohol stehen bleibt. Die vereinigten alkoholischen Ausziige werden 
auf dem Wasserbade eingeengt, im Trockenschrank bei 50° véllig getrocknet ; 
es wird mit 3ccm Wasser aufgenommen, mit je 1 cem 0,15n NaOH und 
3,4proz. ZnSO, versetzt, nach Unmifiillen in ein schmales Reagenzglas 
3 Minuten im siedenden Wasserbade erwarmt, die Lésung durch ein Asbest- 
filter in der Zentrifuge filtriert und dann von dem Filtrat ein aliquoter 
Teil, etwa 4 ccm, entweder fiir sich oder nach Vereinigung mit einem ent- 
sprechenden aliquoten Teil des Glykogens in Salzsiure hydrolysiert. 

Der zuriickgebliebene Gewebsriickstand wird mit 0,3 bis 0,4 ecm 
40proz. KOH nach Piliiger 2 Stunden im Wasserbade zerkocht; nach 
Zusatz von 0,5cem Wasser und 2cem 96proz. Alkohols wird iiber Nacht 
stehengelassen. Das ausgefillte Glykogen wird auf der Zentrifuge je einmal 
mit 3 bis 4 ccm 66-, 80-, 96proz. Alkohol und einmal mit Ather gewaschen. 
Der trockene Riickstand wird mit 2,5cem Wasser schwach erwirmt, die 
Fliissigkeit durch Asbest abzentrifugiert und von dem Filtrat ein aliquoter 
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Teil (in der Regel wie in der Bestimmung der niederen Kohlehydrate 
80 Proz. der Gesamtmenge) hydrolysiert. 

Zur Hydrolyse verwenden wir nicht zu weite Reagenzgliser aus 
Jenaer Glas, die mit einer Glaskappe versehen werden, um das Ein- 
engen zu vermeiden. Die Fliissigkeit, mit dem zehnten Teil ihres Volumens 
25 proz. Salzsaure (fiir forensische Zwecke) versetzt, wird 3 Stunden im Wasser- 
bade erhitzt. Der Inhalt wird mit 3 ccm Wasser in ein weiteres Reagenzglas 
iiberspiilt, mit einem Tropfen stark verdiinnten Phenolphthaleins versetzt 
und genau neutralisiert (mit 40 Proz. KOH und n HCl); dann nach Auffiillen 
auf 10cem mit 5cem der soda-alkalischen Lésung von Kaliumferricyanid 
versetzt und nach der Vorschrift von Hagedorn-Jensen 15 Minuten im 
Wasserbade erwirmt. Die abgekiihlte Lésung wird aus dem Reagenzglas 
mit 8cem der NaCl--ZnSO,—K J-Lésung und 5cem der 3proz. Essig- 
siure (entsprechend den Vorschriften der Methode) in ein Becherglas 
iibergespiilt und das ausgeschiedene Jod mit n/200 Thiosulfat zuriick- 
titriert. Der Titer der Thiosulfatlésung wird mit bekannten Glucosemengen, 
die ebenfalls 3 Stunden in Salzsiéiure erhitzt und genau wie die Versuchs- 
lésungen vorbehandelt sind, eingestellt. Ebenso wird der Blindwert aus 
Wasser, das mit verdiinnter Salzsiure erwirmt und dann _ neutralisiert 
ist, erhalten. Dieser Wert weicht um etwa 0,05 bis 0,06 ccm n/200 Thio- 
sulfat von dem direkt bestimmten Werte ab. Innerhalb der Grenzen von 
0,1 bis 0,7 mg reduzierbarer Kohlehydrate war der Reduktionsfaktor 
gleich. Alle Titrationen geschahen mit Bangschen Mikrobiiretten, die 
10 cem faBten. Bei Verarbeitung von Serum wurde genau so verfahren. 
AuBerdem wurde in diesem Falle der Zuckergehalt des Serums fiir sich 
sowie nach Hydrolyse bestimmt. Der auf die letztere Weise gefundene 
Wert ist stets etwas héher und war fiir die Berechnung zu benutzen, da 
in den in Serum atmenden Gewebsschnitten das veratmete hydrolysierbare 
Kohlebydrat zu bestimmen war. Eine Ubersicht iiber die Kontroll- 
bestimmungen an Froschmuskeln gibt die Tabelle I (Vergleich mit der 
friiheren Verarbeitungsart und Bestimmung des Zuckers nach Bertrand). 


Tabelle I. 





Makrobestimmung ( Bertrand) Mikrobestimmung (Hagedorn) 


|| Muskelgewicht Zucker | Zucker | Muskelgewicht Zucker Zucker 


g mg Proz. | g mg Proz. 
Glyko- | 1 1,82 9,1 0,50 0,090 0,461 0451 
gen 2 1,45 1245 0386 0,043 0,357 0,82 
Niedere { 3a 2.35 6.26 0,27 0,064 0,19 0,295 
Kohle- 3b — — — 0,076 0,23 0,30 
hydrate 3c —_ — — 0,074 0,22 0,30 


Die chemischen Milchsiurebestimmungen entsprachen den bisher 
beschriebenen!). Die EnteiweiBung geschah nach Schenck oder Folin- 
Wu, woran die van Slykesche Entzuckerung mit Kupferkalk an- 


') Pfliigers Arch. 204, 295, 1924; diese Zeitschr. 168, 136ff., 1926. 
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geschlossen wurde. Neben der Titration des freien Bisulfits wurde zur 
Kontrolle das an Aldehyd gebundene nach der Vorschrift von Clausen 
durch Zugabe eines Uberschusses von Natriumbicarbonat bestimmt. 


Il. Atmung und Milechsiureumsatz von Rattengeweben. 


Fiir die meisten Gewebe ernihrter Ratten in traubenzuckerhaltiger 
Ringerlésung sind von O. Warburg, Negelein und Posener die durch- 
schnittlichen AtmungsgréBen (Qo, = Kubikmillimeter Sauerstoff pro 
Milligramm Trockengewicht und Stunde) angegeben. Bestimmt man 
die Atmung ohne Zucker, so zeigen fiir die Anfangszeit (1 bis 1 Stunde) 
die meisten Gewebe keine groBe Abweichung von diesen Werten wegen 
ihres Vorrats an oxydierbarer Substanz; erst im Laufe einiger Stunden 
nimmt die Atmung erheblich ab. Den Atmungsabfall der Gewebe 
in zuckerfreier Lésung kann man erhéhen, wenn man die Ratten 24 bis 
48 Stunden vor dem Versuch hungern laBt. Die Benutzung von Hunger- 
ratten empfiehlt sich daher, wenn man von zugesetzten Stoffen fest- 
stellen will, ob sie die Atmung des Gewebes beeinflussen bzw. selbst 
oxydiert werden. Aus diesem Grunde wurden die meisten unserer 
Versuche mit Hungerratten angestellt. 


a) Atmung und Milchsdureumsatz des Lebergewebes. 


Bereits friiher ist gezeigt worden'), daB die AtmungsgréBe des 
Lebergewebes von Hungerratten durch Zusatz von Milchsaure stark 
erhéht wird, und zwar, hatte sich im Durchschnitt in Ringerlésung ohne 
Zusatz ein Qo.-Wert von 7,8, in Ringerlésung + milchsaurem Natrium 
ein solcher von 12,3 ergeben. Die relative und absolute Steigerung der 
Atmung wird aber noch gréBer, wenn man die Ratten nicht wie in 
diesen friiheren Versuchen 2 bis 3 Tage, sondern nur 16 bis 36 Stunden, 
durchschnittlich 24 Stunden, hungern laBt. Die Atmung in Ringerlésung 
ohne Zusatz und mit Glucose ist dann fiir die erste Stunde etwa gleich 
und besitzt einen Qo,-Wert von 9 bis 13; durch n/50 Lactat wird sie 
um 50 bis 100 Proz. gesteigert, auf 15 bis 23. Bei ernahrten Ratten ist 
diese Steigerung geringer und fehlt éfters ganz. Einige Beispiele sind 
in der Tabelle IT enthalten. 

Diese Atmungssteigerung geht nun mit einem Verbrauch an Milch- 
siure einher, meBbar an der Einsparung von Bicarbonat. In zucker- 
haltiger Ringerlésung zeigen Leberzellen auch in Sauerstoff eine gering- 
fiigige Glykolyse. Als Durchschnittswert derselben (QW) geben Warburg, 
Negelein und Posener + 0,67) an. Gerade bei der Leber andert die 


1) O. Meyerho{, K. Lohmann, R. Meier, 1. c. 
*) Warburg, Negelein und Posener, diese Zeitschr. 152, 329, 1924. 
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Tabelle 11. 

Steigerung der AtmungsgréBe des Lebergewebes durch Milchsaure. 

HI . Steigerung 
V chs. . ». mi 7 

Nr.| Datum || Hungerzeit a COs ohne a VO, ome x Ie 
I Stunden Stunden as zucker Milcheture | * Proz. 
l 16. VII. nicht hungernd 1 —_ 12.5 115 0 
2 2. XII. 24 2 10.8 10,8 17,9 66 
3 3. XIT. 16 2 — 13,2 18,4 40 
4 4. XII. 24 lt), — 9.6 22.9 130 
5 14. XIL. 36 l 11,2 11,1 17,0 55 
6 18, XIL. 16 2), 8,2 93 14.5 75 
73 24 l 8,85 a 15,1 70 


Weglassung des Zuckers hieran wenig, denn das Glykogen der Leber- 
schnitte wird rasch zu Zucker hydrolysiert. Andererseits ist allerdings 
die Glykolyse in Hungerlebern noch kleiner. Setzt man aber Lactat 
zu der Ringerlésung hinzu, so tritt an Stelle der Milchsiurebildung ein 
Milchsdureschwund. Diese Verschiebung ist bereits im Lebergewebe 
ernahrter Ratten in zuckerhaltiger Lésung festzustellen. Erheblich 
gréBer aber ist dieser Milchsiureschwund bei hungernden Ratten, da 
offenbar wegen des geringeren Glykogenvorrats die Tendenz zum 
Kohlehydrataufbau verstairkt ist. Dies Uberwiegen der Synthese ist 
mit den oben angegebenen Methoden leicht festzustellen. Der echte 
respiratorische Quotient fiir die Warmbliiterleber in Ringerlésung ist 
0,8 bis 0,85 (siehe Tabelle V). Der scheinbare respiratorische Quotient y 
ergibt sich fiir Lebergewebe ernahrter Ratten in zuckerhaltiger Ringer- 
lésung zu etwa 1,1. Die Spaltung iiberwiegt; dagegen nach einem 
Zusatz von n/50 bis n/100 Lactat zu zuckerhaltiger Ringerlésung nur zu 
0,85. Spaltung und Synthese heben sich gerade auf. Im Lebergewebe 
hungernder Ratten aber wird dieser Quotient noch kleiner und _ be- 
trigt in Gegenwart von Lactat nur noch 0,2 bis 0,3. 


Tabelle I1]. 


Atmung und scheinbarer respiratorischer Quotient (vy) des Lebergewebes 
in zucker- und lactathaltiger Ringerlésung. 





Hungerzeit Versuchss 
Nr. — der Ratte Zusatze zur Ringer- zeit , Qo. Q?: 
a losung . é 2 M 
Stunden Minuten 
I 16, VIT. 0 0,05 Proz. Glucose 60 1,10 12.5 2.0 
la | 16, VII. 0 0,05 Proz. Glucose 60 0,844 115 0 
+ n/100 Natriumlactat 
2 RB. VEL. 0 0,1 Proz. Glucose 60 1,15 10,5 15 
3 14. VII. 24 0,1 Proz. Glucose 60 | 0.74 10.0 0 
4 10. Ii. 24 0,1 Proz. Glucose 60 0,31 14.5 — 
+ n/100 Natriumlactat 
5 oe 24 0.1 Proz. Glucose 40 9,18 12.1 
+n/100 Natriumlactat 
6 12. Il. 24 0,1 Proz. Glucose 40 0.54 11,2 . 
6a | 12. IT. 24 0.1 Proz. Glucose 40 0,23 10,1 _ 


+ n/200 Natriumlactat 
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Protokoll: Tabelle 1V. Nr. 2. 





Nr 1 2 3 + 5 6 
. 1,5 com 
5 Proz. , ‘wha 
Losung Wie 1 Wie 1 n Natrium- Wie 4 Wie 4 
G lucose und lactat und 
1,5 x 10-3 
NaHCO, NaHCO, 
Schnittgewicht 
(feucht) in mg. . kein Schnitt 26.6 28.2 kein Schnitt 26.8 32.4 
t Ow. wee ees 0,2 ccm 0.2 ccm 0.2 ccm 0,2 com 
nHCl eine nHCl eins nHCl eine nHCl eins 
gekippt gekippt — “on _Bekippt 
hin mm beit=0. + 91.5 +. 79 + ¢ - 45 
h in min bei f = 1b30"' (— 38) ( 25.5) 
0,2 ccm 0,2 com 
nHCl eins nHCl ein: 
gekippt bei gekip t ~ 
o t= Ih’ Tb 3% 
dp (Gesamtdruck- 
anderung) . . . . + 80,5 + 68 
ee eee 1.27 1.47 1,40 1,27 157 141 
Kubikmillimeter 
COz, aus Bicar- . 2a "28 , 
bonat .. . - 116 117 112.5 66 74.6 06 
fir 3 fiir 6 
berechnet berechnet 
117 764 : 
Anderung des Bicar- . . 
a 7 — 45 + 19.6 
Sid Ponies — 054 + 2,02 


Noch direkter finden wir diesen Milchsiureschwund durch Be- 
stimmung der Bicarbonatzunahme. Als Beispiel sei das Protokoll 
eines Versuchs angegeben und in der Tabelle IV eine Zusammenstellung 
der Resultate. 

Tabelle 1V. 


Lactatverbrauch der Leber, gemessen an der Zunahme des Bicarbonats. 





Bicasbonat- Bicarbonat- Bicarbonat- 


Ne Datum itsier Verauah anderuod itGiocose mit Lactst Sait Sut 
Ratten Zusatz Qh on Q ~ w) Zucker Lactat 

1/25. IX. 0 1b15’ — 0,6 _— + 1,15 

2 26. IX. 24h 1 40 — — 0,54 + 2.02 10,2 13,2 

3 as # 42 1 30 — + 24 — — 

4 3. XT]. 12 2 _ — + 25 134 184 

5 3.XI1. 28 1 30 — — 4+ 35 9.6 22.9 


Die durch Zusatz von Glucose und Lactat zur Ringerlésung hervor- 
gerufene Anderung des Stoffwechsels erklirt bis zu einem gewissen 


Grade das Verhalten von Leberschnitten in Serum. Die Atmung von 
Biochemische Zeitschrift Band 171. 26 
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Leberschnittea hungernder Ratten in Serum ist gegeniiber Ringer- 
lésung stark gesteigert, wie bereits friiher erwaihnt wurde!). Da diese 
ilteren Versuche mit angesiiuertem, ausgepumptem Serum angestellt 
sind, konnte der Einwand erhoben werden, daB die Atmungsgribe 
hier abnorm sei. Jedoch lassen sich diese Resultate mit der neuen von 
O. Warburg beschriebenen Methode zur Messung von Atmung und 
Glykolyse in Serum bestatigen. lm Gegensatz zu anderen Geweben 
zeigen auch hier die Leberschnitte von Hungerratten eine Atmungs- 
steigerung von 50 bis 100 Proz. gegeniiber traubenzuckerhaltiger 
Ringerlésung. Nun enthalt das Serum stets neben Traubenzucker auch 
.Milchsiure, und zwar in Mengen von 0,5 bis 1 mg pro Kubikzentimeter 
je nach Art der Herstellung. Hauptsichlich ist also die Atmungs- 
steigerung auf die Anwesenheit der Milchsiiure zu beziehen, wobei 
gleichzeitige Anwesenheit von Glucose und Lactat besonders giinstig 
zu sein scheint. In der Tat beobachtet man unter diesen Umstinden 
ein starkes Verschwinden von Milchsiure, erkenntlich in der Kastchen- 
methode an der Verringerung des scheinbaren respiratorischen Quo- 
tienten, der weit unter 0,8 liegt. Gleichwohl aber ist dieser Umsatz 
der Milchsaiure nicht die alleinige Ursache fiir die Atmungssteigerung 
und die auffallend niedrigen scheinbaren Quotienten der Hungerlebern 
in Serum. Denn auch fiir den echten respiratorischen Quotienten in 
angesiuertem Serum findet man unter den gleichen Umstinden 
niedrigere Werte als im Lebergewebe ernahrter Ratten oder als mit 
Hungerlebern in Ringerlésung, namlich 0,45 bis 0,70, statt in den anderen 
Fillen 0,70 bis 0,85 (s. Tabelle V). 


Tabelle V. 


Echter respiratorischer Quotient des Lebergewebes 
hungernder Ratten. 





Nr.|| Datum Hunger Suspensionslésung aa Qo. Resp 
zeit zeit 2 Quot. 
1 ,28.VII. 24h Ringerlésung + Zucker 1630’ 8,1| 0,84 
2 31. VII.) 24 Ringerlésung + 0,01 n Natriumlactac 1 30 12,3) 0,715 
3 31.VIl 0 Serum l 12,2! 0,77 
4 28. VII.) 24 Serum + 0,16 proz. Zucker 1 30 14,7); 0.58 
§& |27. VII. 24 Serum 1 30 16.8) 048 
Sa | 27.VII. 24 Serum + Insulin 1 30 144) 045 
6 9. VII. 36 Serum + Insulin 2 30° 19,1) 0.64 
7 (|29.VIl. 36 Serum + 0,02 proz. Zucker l 19,2) 0,45 
8 |18. IX. 24 Serum 1 30 22 0,76 
9 . fe 24 Serum 2 13. | 0.67 
Qa |17. X.' 24 Serum + Insulin 2 16.7 0,715 


1) O. Meyerhof, K. Lohmann, R. Meier, 1. c. 
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Hiernach scheint in diesen Fallen noch ein besonderer Sauerstoft- 
verbrauch stattzufinden, der nicht zur Kohlensdurebildung fiihrt, 
der aber auch nicht auf die Bildung von Kohlehydrat aus EiweiB 
oder Fett zu beziehen ist. Indessen darf man doch die wesentlichen 
Erscheinungen bei der Atmung von Hungerlebern in Serum, namlich 
die Steigerung der Atmung und die besonders starke Herabsetzung des 
scheinbaren respiratorischen Quotienten (y) durch die Umwandlung 
von Milchséure in Kohlehydrat erklaren (vgl. auch die folgende Arbeit 
von Takane). Damit stimmt itiberein, daB sowohl die Atmungs- 
steigerung wie die Verkleinerung des y beim Lebergewebe ernahrter 
Ratten meist geringer ist. Als Beispiel sei ein Protokoll gegeben und 
die Versuche in der Tabelle VI, A und B zusammengestellt. 


Protokol: Tabelle VI. B. 4. 


Bicarbonatgehalt pro l1ccm Serum mit 9: 1 Ringer verdiinnt = 443cmm CO,, 
Kohlenséuredruck = 460 mm Brodielésung. 





J 
{ “y 0,105 pro lcem verdiinntes Serum. 
Sp Cc 
Leberschnitte von 
Hungerratten von 48 Stunden 
(ql) (2) 
Op (emmmevel.) ow wc tte 20 7,0 
vq (Vol. des Gasraums).... . 12,24 7,61 
ees a ee 1,082 0,687 
boo, fir Serum ......+s-> 1,40 1,797 
h nach 20 Minuten ....... —19 — $375 
h , 40 5 Soe eo ee — 383 — 77,5 
h . 60 " ee — 58,8 — 1165 
mg Trockengewicht. ..... . 4,61 4,58 
h in 60 Minuten, berechnet fiir (2) — 59,2 — 1165 


FCO, -FxCO, _ 3 99. 


k10, : ko, 
16 

Y 3,39. 126.7 0.428 
1,235 


ur (2 - fi - = o. - 95, Og. 
xo, [fiir (2) berechnet] — H 1.797 — y .0,687 116.5 . 0,822 5,8cmm O, 


Qo, 20,9 
Qco, 8,94. 
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Tabelle V1. 


AtmungsgréBe und scheinbarer respiratorischer Quotient des Lebergewebes 
ernahrter und hungernder Ratten in Serum. 


A. Ernahrte Ratten 








g Insulin 








Nr Datum Versuchszeit pro ccm (Oo 
l 0 VI lh 1a 17 
2 23. VI l — 0.54 15.7 
3 a, VL l — O7l 15,15 
3a 27. VI. l 8. 10-6 0,60 15.4 
4 29. Vi 40’ 0,465 14.6 
da 29. VI 40 ; 1O-5 0.53 14,75 
5 5. VIL. 40 0.43 13.9 
5a 5. VII. 40 3.10-—5 0.53 15.4 
6 10. VII. l — 0.52 15.0 
7 11. VOI. I — 0,79 12.5 
Durchschnitt : 061 144 
B. Hungerratten 
Ne Datum | Hungerseit | Versuchss g Insulin "Notrne, Qo 
zusatz (mol) 
] 30. VI. 24h 40’ 0.38 20.5 
2 30. VI. 24 ]b — 0,485 19.9 
3 2, ae 24 l - 0,35 14,1 
3a 7. Vil. 24 l 12.10-5 — 013 13,1 
4 &, VIL. 48 l - 043 20.9 
5 9. VII. 48 ] — 13.10-2 021 13,3 
5a 9. VII. 48 l 12.10-5 13.10-2 049 19,7 
6 10. VII. 24 ] 12.10—-5 10.10—2 0.02 15.0 
7 15. VIL. 48 l — — 0,31 13.6 
Ja 15. VIT. 48 l 12.10—5 — 0,50 18.4 
8 18. VIL. 24 l : .@3 -- 047 19.4 
9*) 19. VIT. 24 l : .-5 —_ 0.45 16,1 
9a 19. VIT. 24 I Ll .10-5 0,43 16,4 
Durchschnitt : 0,36 17,0 
*) Zwei verschiedene Pferdesera benutzt fiir 9 und Ya 
Das Serum wurde in der Regel mit einem Teile Ringerlésung auf 
zehn Teile Serum verdiinnt, wie es auch fiir die Kontrollversuche zur 
Bestimmung der Kohlensaureretention in Serum geschah (in einzelnen 
Versuchen betrug die Verdiinnung 1,5 Ringerlésung auf 10 Serum). ) 


In einer Reihe von Versuchen wurde Insulin zugesetzt (Insulin Leo in 
1.10-5¢ im Kubikzentimeter), wodurch bei 


~ 


Konzentration von etwa 
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hungernden Ratten haufig, aber nicht stets, die Atmungssteigerung 
noch etwas gréBer wurde, wahrend bei ernahrten Ratten kein EinfluB 
festzustellen war. Allerdings wurde auch niemals eine grébere Atmungs- 
intensitat erreicht, als sie gelegentlich ohne Insulinzusatz beobachtet 
wurde. In Ringerlésung blieb jeder Einflu®8 des Insulins auf die 
AtmungsgréBe aus. 


Als Insulin wurde in der Mehrzahl der Versuche ein 1923 unter Leitung 
von Prof. A. Krogh hergestelltes Priparat von Insulin Leo benutzt, das 
eine alte Kopenhagener Einheit (= 4 alte Toronto-Einheiten)') in 0,27 mg 
besaB und seine Wirkungsstirke innerhalb zweier Jahre, wie wiederholte 
Bestimmungen an Ratten ergaben, nicht deutlich anderte. Spaiter wurde 
gelegentlich ein zweites Priparat von Insulin Leo, das wir von dem Nordisk 
Insulinlaboratorium erhielten, verwandt, mit einer internationalen Einheit 
in 0,075 mg. Vergleichsweise wurde auch Insulin Organon-Oss mit einer 
Einheit in 0,39 mg herangezogen, doch sind alle in den Tabellen wieder- 
gegebenen Versuche mit dem ersten Praparat ausgefiihrt. Herrn Prof. 
A. Krogh, Herrn Dr. Erik Jensen, Direktor des Nordisk Insulinlaboratoriums, 
sowie Herrn Dr. Laquer, wissenschaftlichem Leiter der Fabrik Organon, 
sind wir fiir die Uberlassung der Insulinpraéparate zu groBem Dank ver- 
pflichtet. Da die kritische blutzuckersenkende Wirkung des ersten Insulin- 
Leo-Praparats, auf die Gewichtseinheit Kaninchen bezogen, in einer Kon- 
zentration von etwa 1.10-7 stattfindet, wobei jedoch vermutlich die 
Konzentration in einzelnen Organen viel héher ist, haben wir Konzen- 
trationen benutzt, die ein bis zwei Zehnerpotenzen dariiber lagen, in der 
Regel Konzentrationen zwischen 2. 10-6 und 3. 10-5, wobei sich keine 
deutlichen Unterschiede ergaben, wihrend héhere Konzentrationen die 
Atmung éfters herabsetzten. 


Da®B in der Tat die Verkleinerung des scheinbaren respiratorischen 
Quotienten’ bei der Atmung von Hungerlebern in Serum mindestens 
zum Teil auf den Schwund des Lactats zuriickzufiihren ist, laBt sich 
durch Bestimmung der Bicarbonatvermehrung in Serum beweisen. 


Es wird dabei, wie oben 8. 384 angegeben, verfahren, mit dem Unter- 
schied, da8 die Ansfuerung nach dem Vorschlag von Warburg durch 0,2 cem 
8proz. Citronenséure geschieht, damit keine Gerinnung des Serums eintritt. 
Ferner wird nicht nur zu Anfang Sauerstoff mit 5 Proz. Kohlenséure durch 
das GefaB geleitet, sondern auch am Ende der Versuchszeit, um das Serum 
wieder unter den anfainglichen CO,-Druck zu setzen. Erst dann wird nach 
Schlu8 des Hahns die Séure eingekippt. Die Zunahme des Bicarbonats 
ist in diesem Falle nicht genau gleich der Abnahme der Milchséiure, sondern 
muB8 wegen der Anwesenheit anderer Puffersubstanzen mit dem gleichen 


Au iii ;, , 
Faktor , multipliziert werden, wie bei den vorstehenden Versuchen. 
p 


Es wird jeweils | com Serum verwandt. Da dessen Bicarbonatgehalt 
im Vergleich zur stattfindenden Anderung hoch ist, etwa 450cmm CO, 
bei 20 bis 40 cmm CO,-Zunahme, ist die Genauigkeit der Methode ziemlich 
beschrankt. 


1) S. Grevenstuck und Laqueur, Ergebn. d, Physiol. 28, 11, 8. 1, 1925. 
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Tabelle VII. 
Bicarbonatzunahme in Serum bei der Atmung von Hungerlebern. 
P : G Berechneter 
Zugesetzte mg Schnitt. | p.- we 
H el ay : - B bonat- | Milchsaure: | B 
Nr. Datum seit i Voie ——— ( — indevung ae Qn) 
Ratte ing proccm| gewicht) . + ‘co in Serum 
1) 7. VII. 24b = 1n50’ | 3.10-5| 7,39 +47 | +565 +42 
2 9. VII.) 48 1 20 — | 6,29 + 44 + 53 + 63 
9. VII.) 48 1 20 1,5. 10—5 6,45 + 31 + 37 +44 
310. VII. 24 1 _ 4,39 +20 > 4% | 4655 
10.VIL. 24 #1 | 21.105) 507 +23 | 42 455 
4/15. VII. 48 1 ~~ 7,06 + 16 + 19 7 
15. VII. 48 l 11,0.10-5| 825 +2 | +3) +38 


b) Atmung und Milchsdureumsatz im Nierengewebe. 


In gleicher Weise wie bei der Leber wurde der Zusammenhang von 
Atmung und Milchsiureumsatz noch in einer Reihe anderer Gewebe 
studiert. Zum Unterschied vom Lebergewebe ist die Atmung des 
Nierengewebes sehr gut konstant und, soweit festgestellt, bei ernahrten 
und Hungerratten gleich. In Zuckerlésung betrigt Qo, im Durch- 
schnitt 21, der Wert fallt in zuckerfreier Lésung langsam ab und betragt 
dann durchschnittlich in den beiden ersten Stunden 18. In Gegenwart 
von milchsaurem Natrium steigt die Atmung konstant auf einen Wert 
von 25 bis 29, also héher als in Traubenzuckerlésung, so wie es auch fiir 
Zwerchfell und Leber beschrieben wurde. Hinzuzufiigen ist, daB auch 
in Fructoselésung die Atmung deutlich héher als in Glucose ist. In 
der Tabelle' VII ist eine Uhbersicht iiber die Atmungsbestimmungen 
gegeben. 





Tabelle VIII. 
AtmungsgréBe des Nierengewebes in zucker- und milchsdurehaltiger 
Ringerlésung. 
QO, mi Qo, mit QO, mi 
Nr. Datum = = hoe ye 20, ohne Tonthons me hal Frochts 
zucker Natrium zucker 
Ti 
1925 
1) 9 X.| 1 Tag Ih 16,0 20,2 27,2 _ 
2 10. X. 0 1 30’ 18,2 20,9 37 | — 
312. X.] 0 2 17,6 21,9 -- y 
4 3.XII.|) 2 Tage 1 30 21,1 23,9 — 25,1 
oi Gane. » 1 184 | 20,6 29.0 — 
1926 | 
6 | 5. IL] 1 Tag 40 — | 18,3 29,4 —_ 
Durchschnitt : 185 | 210 27,8 25,2 


Entsprechend ergibt sich ein starker Milchsiureverbrauch, der, 
wie bei der Leber, sowohl an der Verringerung des scheinbaren respirato- 
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rischen Quotienten wie an der Zunahme des Bicarbonats bestimmt werden 
kann. Mehrere Messungen nach dieser letzteren Methode sind in der 
folgenden Tabelle (IX) vereinigt. Die Bicarbonatvermehrung ist dabei 
so groB, daB entweder nahezu die ganze Atmung auf Lactatoxydation 
zu beziehen ist oder auch eine Synthese zu Kohlehydrat erfolgt. 


Tabelle 1X. 


Lactatverbrauch der Niere, gemessen an der Zunalme 
des Bicarbonate. 





B B 
D , W Qi) mit n/100 = QO, mit 
Nr. || atum Hungerzeit Versuchszeit | |i, ~) Sates milchsaurem 
1925 Glucose Natrium Natrium 
l l. X, | 2 Tage 1b30’ — 1,25 + 4.0 22.0 
2) 5. X. i} 1 Tag 1 30 - + 52 —_— 
3' GX} 1, 1 20 — ~ 9,7 28,4 


c) Milchsdureumsatz in der grauen Hirnsubstanz. 


DaB auch die Atmung der grauen Hirnsubstanz in milchsdure- 
haltiger Ringerlésung aufrecht erhalten werden kann, ist bereits von 
Loebel gezeigt worden. Allerdings ist die Atmung hier nicht gréBer 
als in zuckerhaltiger Ringerlésung, sondern meist nur etwa ebenso 
groB. Auch dabei kann man den Umsatz der Milchsaure durch Be- 
stimmung des scheinbaren respiratorischen Quotienten und Zunahme 
des Bicarbonats feststellen. Hier ist die zweite Methode vielleicht 
empfehlenswerter, weil wegen der groBen Empfindlichkeit des Gewebes 
leicht die AtmungsgréBe zweier verschiedener Schnitte gewisse Unter- 
schiede zeigt, durch die die Bestimmung des scheinbaren respiratorischen 
Quotienten ungenau wird. Die anaerobe Glykolyse der nervésen 
Substanz fanden Warburg und seine Mitarbeiter gréBer als in anderen 
nicht wachsenden Geweben, und dementsprechend blieb auch in Sauer- 
stoff eine verhaltnismaBig groBe aerobe Glykolyse tibrig. Setzt man 
aber zu zuckerhaltiger Ringerlésung Natriumlactat hinzu, so ver- 
schwindet die aerobe Glykolyse entweder ganz oder nahezu, indem 
der Wert des scheinbaren respiratorischen Quotienten ungefihr 1 wird. 
In vier Versuchen ergab sich y zu 1,10, 0,90, 0,91, 1,02, wihrend es 
ohne Zusatz des Lactats 1.2 und 1,3 betrug. Gleichzeitig aber wird 
auch die anaerobe Glykolyse durch Zusatz des milchsauren Natriums 
verringert, und zwar durch n/100 etwa auf die Halfte. Suspendiert 
man Gehirnschnitte in milchsiurehaltiger Ringerlisung ohne Zucker, 
so werden die Werte fiir y noch kleiner und sogar kleiner als der echte 
respiratorische Quotient, der unter diesen Umstinden von Loebel zu 








O. Meyerhof u. K. Lohmann: 


396 


0,92 gefunden wurde. Die auf diesem Wege erhaltenen y-Werte waren: 
0,39, 0,85, 0,865, 0,86, 0,66 (s. Tabelle X, 5 a bis 9). 


Tabelle X. 


Scheinbarer respiratorischer Quotient, Atmung und Glykolyse der grauen 
Hirnsubstanz in Traubenzucker-Ringer, Traubenzucker-Lactat und Lactat- 





Ringerlésung. 

Hunger- Versuchs- Gtucoss n Lactat« O. Nos) 
Nr Datum zeit der ~ zusatz -_ } Qo,  VU2) QlXe 

Rette zeit "at zusatz 2 Mo M 
l 17. VII. 24h 40’ 0.2 0,01 0.90 14.6 0 — 
2 18. VII. 0 60 0.2 ‘ 1,18 1,1 2.7 | 11,1 
2a 18. VII. 0 60 0,2 0,01 1,10 12,55 13 5,35 
3 16. XI. 0 60 0.2 — 1,22 16,7 3,7 
3a 16. XL. 0 60 0.2 0.01 1,02 17.9 0.3 4.9 
4 |20. VII. 0 60 0,16 — — — — 124 
4a 29. VII. 0 60 0.16 0,008 — 8.1 
5§ 24. VIT. 0 80 0,16 0.008 0,90 75 — 42 
5a 24. VII. 0 80 — 0,008 0.39 64 — -- 
6 |21. VII. 24 60 0,008 0.85 12,4 - 
7 21. VII. 0 60 = 0,008 0865 12,0 oe 
8 /21. VIT. 24 60 — 0,008 0,86 11,3 — 
9 |21. VII. 0 60 — 0,008 0,66 10,5 — — 


Die Bicarbonatvermehrung ergibt Qin: Werte von 2,7 bis 4,4, 


was bei totaler und ausschlieBlicher Oxydation der Milchsaure einem 
Qo, von 8 bis 11 gleichkommt. Dies entspricht aber der gemessenen 
AtmungsgréBe in Lactatlésung, so daB auch hier entweder die ganze 

Sg g g 
Atmung auf Oxydation der Milchsaure zu beziehen ist oder eine wenn 
auch geringe bilanzmaBige Zunahme von Kohlehydrat  stattfinden 
kénnte. 


Tabelle XI. 


Lactatverbrauch der grauen Substanz, gemessen an der Zunahme 
des Bicarbonats. 





, Datum Hungerzeit . F n Lactat- QB dh» 
Ne. 1925 der Ratte Versuchsseit Konzentration i | mit a 
1 |) 21. VII. 24h 1h30’ 0,016 3,9 7,2 

2) 21. VII. 24 1 30 0,02 2,7 11,3 

3 || 21. VIT. 0 1 30 0,02 44 10.5 

+ Si. 7 48 1 30 0,01 4,05 

5 2. XII. 24 1 30 0,013 3,8 — 


Auch mit der grauen Hirnsubstanz wurden einige Versuche in 
Serum gemacht, die das von Warburg gefundene Resultat, den Wegfall 
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der aeroben Glykolyse in Serum, bestatigen. Auch hier dirfte der gleich- 
zeitigen Anwesenheit von Zucker und Milchsdure ein wesentlicher 
Anteil daran zukommen. Die AtmungsgréBe des Gehirns wird in 
Serum nicht oder nur unwesentlich erhéht. 


Tabelle X11. 
AtmungsgroBe und scheinbarer respiratorischer Quotient von grauer 
Gehirnsubstanz in Serum. 





Ne Dotem | Hegemtt| Verte | , 6 | Qo, | of 
l . VIL. 0 Ih 1015 10.4 O15 
2 4. VII. 0 2 0.975 154 0 


Wie aus der Tabelle X hervorgeht, wird in der grauen Hirn- 
substanz nicht nur die aerobe Glykolyse durch Milchsiure zum Ver- 
schwinden gebracht, sondern auch die anaerobe Glykolyse verringert. 
Es war deshalb die Frage zu stellen, ob in jedem Falle durch die Ver- 
ringerung der anaeroben Glykolyse die aerobe zum Verschwinden 
gebracht wird. Diese Frage ist zu verneinen. Hemmt man z. B. die 
anaerobe Glykolyse durch geeignete Konzentrationen von Natrium- 
fluorid, ohne die Atmung deutlich herabzusetzen, so bleibt doch der 
gleiche Glykolyserest in Sauerstoff bestehen. Benutzt man andererseits 
zur Aufrechterhaltung der Atmung Zucker, die schwacher glykolysieren, 
so wird die aerobe Glykolyse ahnlich wie durch Zusatz von Lactat zum 
Verschwinden gebracht. Gepriift wurden Mannose und Fructose. Die 
OxydationsgréBe mit ihnen ist annahernd so gro wie mit Trauben- 
zucker ; dagegen ist die anaerobe Glykolyse mit Mannose geringer, mit 
Fructose sogar nahezu Null (s. Tabelle XIII). 


Tabelle X111. 
Atmung und Glykolyse mit Zusatz von NaF und verschiedenen Zuckern. 





Nr. Datum ar “ae Zusatz zur Ringerlésung y Qo, QQ» Qh») 
l 1. XI. 1h30’ 0,2 Proz. Glucose 140 94/37 123 

la) 1. XI, 130 0,2 Proz. Glucose,0,02 Proz.NaF 133 95 3,1 18 

2 } 5. XI. 1 30 0,2 Proz. Mannose 1045 89 04 65 

3 | 5. XI. 1 30 0,2 Proz. Fructose 1065 84 05 0 


Die aerobe Glykolyse bleibt in Gegenwart von Fluorid vielleicht 
deshalb iibrig, weil sie durch Gewebsschaidigung an den Schnittflachen 
verursacht wird, die wahrscheinlich durch das Fluornatrium noch gesteigert 
sein diirfte. Denn die mit Gewebsschidigung verbundene Glykolyse wird 
durch Sauerstoff wenig beeinfluBt. 


Anhangsweise seien die Versuche unter Zusatz von Insulin erwahnt, 
durch das in Ringerliésung keine Anderung des Stoffwechsels eintrat 
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(Insulin Leo in Konzentration von etwa 1 . 10~5), wahrend in Serum 
éfters, aber nicht immer, die Atmung ein wenig erhéht war. Es 
ist besonders hervorzuheben, daB die gewéhnliche a-f-Glucose der 
Ringerlésung in Abwesenheit von Insulin von der grauen Hirnsubstanz, 
deren eigener Insulingehalt fiir diese Wirkung nicht in Betracht kommen 
kann, sowohl glatt oxydiert wie in Milchsiiure gespalten wird. Die 
vielfach vertretene Ansicht, daB die Glucose im Tierkérper nur in 
Gegenwart von Insulin angreifbar wiirde, ist daher zweifellos irrtiimlich. 
Andererseits diirfte die Beobachtung, daB Fructose die bei Insulin- 
hypoglykamie einsetzenden Krampfe nicht verhindern kann, dadurch 
erklirbar werden, daB die Fructose zwar in der grauen Substanz ebenso 
leicht oxydiert wird, aber nicht zu Milchsiure gespalten werden kann. 
Zweifellos ist die Milchsiurebildung, auch wenn sie in Sauerstoff bilanz- 
maBig nicht in Erscheinung tritt, eine unentbehrliche vitale Funktion 
der nervésen Gewebe. 


Ill. Cher die glykolytische Wirksamkeit verschiedener Zucker. 


a) Uber die Glykolyse in der glatten Muskulatur. 


Wihrend im vorstehenden Kapitel vor allem der Milchsdure- 
schwund im Saugetiergewebe unter dem EinfluB der Atmung untersucht 
wurde, war auch fiir die Milchsiurebildung festzustellen, ob die fiir sie 
geltenden GesetzmaBigkeiten mit denen im Muskel gefundenen iiber- 
einstimmen. Bereits Loebel nat fiir die gtaue Substanz des Gehirns 
gezeigt, daB dies nicht aer Fall ist, indem sowohl die Narkotisierbarkeit 
wie die Abhiangigkeit von der Natur des gespaltenen Zuckers dem von 
Warburg festgestellten Typus der Carcinomglykolyse entspricht, dagegen 
nicht dem friiher fiir den Muskel beschriebenen. Dies gilt auch fiir 
andere Gewebe, indem iiberall, soweit gepriift wurde, die Spaltungs- 
geschwindigkeit der Glucose die der anderen Zucker und des Glykogens 
iibertrifft. _Besonderes Interesse in dieser Richtung beansprucht die 
glatte Muskulatur, fiir die die Muscularis des Darms als Versuchs- 
objekt gewahlt wurde. Da das Abschaben der Schleimhaut die Muscu- 
laris des Saugetierdarms schadigte, wurde die Muscularis aus der oberen 
Halfte des Froschdarms benutzt, die verhaltnismaBig leicht durch 
vorsichtiges Abschaben der Schleimhaut erhalten werden kann. Auch 
hier zeigte sich, daB die Milchsiurebildung aus Glucose bei weitem 
die aus anderen Zuckern, speziell aus Fructose und aus Glykogen iiber- 
trifft, im scharfen Gegensatz zur quergestreiften Muskulatur. Aller- 
dings haben auch G!lykogen und Starke ein deutliches Milchsaure- 
bildungsvermégen. Es laBt sich dabei nicht ausschlieBen, dab 
diastatisches Ferment aus Riickstanden der Schleimhaut die Spaltung 
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in Glucose veranlaBt. Bei Beurteilung der Versuchsresultate mub die 
Glykolyse ohne Zusatz beriicksichtigt werden, die durch den Kohle- 
hydratgehalt der Darmwand veranlaBt wird (Tab. XIV). 


Tabelle XIV. 
Glykolyse der glatten Muskulatur bei 20°. 





as (No) N») Ng) No) (Ng) 
Nr. Datum V — Q W et ee . ey : Q@ Mv 


ohne Zusatz mit Glucose | mit Fructose | mit Glykogen mit Starke 


1) 25.X0. 4h 0,164 0,313 0,174 on _ 
2) 26.XI. 3 30’ 0,101 0,507 0,115 0,115 -_ 
3 97.XL | 4 0,12 0,65 — 0,31 0,38 
4 2XI 4 0,063 0,425 0,124 0,196 0,21 


Die Atmung wirkt auf die Milchsiurebildung in der glatten 
Muskulatur ahnlich wie in der Skelettmuskulatur, was nicht wunder- 
nimmt, da ja die gleiche GesetzmaBigkeit fiir die verschiedenen Gewebe 


Milchsaéure verschwunden 


gilt. Der Oxydationsquotient ergab 


Milchséureaquivalent oxydiert 
sich in einem Versuch zu 4,2. 


3h, 20°, 0,1 Proz. Glucose, Muscularis des Darmes 
Qo, : 0,283 


QM: : 0,50 

QO : 0,14 
0,36 cmm CO, verhindert durch 0,283 cemm O, 
0,36. , 
0.283 3 4,2. 


b) Milchsdurebildung aus Triosen. 


Die Milchsaurebildung aus Dreikohlenstoffverbindungen hat 
Interesse wegen deren etwaiger Bedeutung als Zwischenprodukte bei 
der Spaltung der Hexosen. Die von Neuberg und Dakin") entdeckte 
fermentative Umlagerung des Methylglyoxals in Milchsiéure fiigt sich, 
wie kiirzlich gezeigt wurde?), in ihren Eigenschaften widerspruchslos 
der Vorstellung, daB die Spaltung der Hexosen iiber Methylglyoxal 
geschieht, jedenfalls insofern, als die Geschwindigkeit der Milchsaure- 
bildung in den verschiedenen Geweben aus Methylglyoxal gréBer ist als 
aus Traubenzucker. Von anderen Forschern werden dagegen Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton als solche Zwischenprodukte angesehen. 


1) Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; Dakin und Dudley, Journ. 
of bio]. Chem. 14, 155, 423, 1913. 
2) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 
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Der Glycerinaldehyd wurde insbesondere von Embden und _ seinen 
Mitarbeitern') dafiir in Anspruch genommen, weil nach ihren Beob- 
achtungen Erythrocyten von Hund und Mensch aus Glycerinaldehyd 
erheblich rascher Milchsaiure bilden sollten als aus Traubenzucker; 
Dioxyaceton ebenfalls betrachtlich, wenn auch ein wenig schwacher. 
Die von uns vorgenommene. Priifung an verschiedenen Rattengeweben 
ergab indes ein negatives Resultat. Bereits Loebel berichtete iiber das 
Verhalten der grauen Substanz des Rattengehirns: wahrend Glucose 
eine starke anaerobe Glykolyse ergab (Qco, = 10 bis 16), waren 
Glycerinaldehyd und Dioxyaceton so gut wie wirkungslos, indem sie 
die Milchsaurebildung nicht deutlich tiber die in reiner Ringerlésung 
erhéhten. Dasselbe fanden wir, wie die untere Tabelle zeigt, auch noch 
mit anderen Geweben. Auch ein Versuch mit gewaschenen Erythro- 
cyten vom Kaninchen mit Glycerinaldehyd ergab eine ganz geringfiigige 
Saurebildung im Vergleich zur Glucose. Besonders beweisend ist das 
Verhalten der Retina, da diese nach Warburg das stiirkst glykolysierende 
Organ iiberhaupt vorstellt (anaerobe Glykolyse nach Warburg im 
Durchschnitt gi) = 88). Glycerinaldehyd ist hier vollstandig wirkungs- 
los. Etwas abweichend verhalt sich das Nierengewebe insofern, als in 
mehreren Fallen aus Glycerinaldehyd annihernd soviel Milchsiure 
gebildet wurde wie aus Glucose. Doch ist bei der Niere die Steigerung 
der anaeroben Milchsiurebildung durch Zuckerzusatz unbetrachtlich 
und darum die Genauigkeit der Versuche gering?). 


Tabelle XV. 


Milchséurebildung aus Glucose, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton. 





1 : No») (Nz) 
QN2) | Qi) CY | Cy 


Nr. Datum ny) Gewebsart V —— ale ohne Gy mit x. 
~ - re . 10 ° 
vans Ratte Glucose | Zusatz aldehyd cai 
1) 8 X,) 48h Leber |b —- 1,7 — 15 
216. X. 0 ” 1 30° —- 1,73 23 — 
3°15. X 0 Niere l 53 0.7 42 15 
4/16. X 0 . 1 30 41 2,7 2.4 3.0 
6 || 7. XI.|| 24 E 1 30 5,8 3,9 4.1 =e 
6 7. XI. 0 a. 2 42 2.5 4.1 
7 12. XI. 0 Retina l 59.0 40 3,7 — 
8 10. XT. 0 Erythrocyten 2 0,146 0,032 0,047 — 


(Kaninchen) 


1) Embden, Baldes und Schmitz, diese Zeitschr. 45, 108, 1912; s. dagegen 
Sansum und Woodyatt, Chem. Zentralbl]. 1917, I, 26, 27. 

*) Herrn Prof. Neuberg sind wir fiir Uberlassung frisch kristallisierten 
Glycerinaldehyds, Herrn Prof. Schéller (in Firma Schering-Werke auf 
Aktien) fiir kristallisiertes Dioxyaceton zu Dank verpflichtet. 
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SchlieBlich erwahnen wir noch anhangsweise Versuche iiber die 
Milchsaurebildung aus héheren Kohlehydraten. Wahrend das milch- 
saurebildende Ferment des Muskels die aus der Starke und dem Glykogen 
isolierten Grundkoérper Trihexosan (Pictet) und Dihexosan (Pringsheim) 
mit einer ahnlichen Geschwindigkeit in Milchsiure spaltet, wie die 
Polysaccharide selbst, insbesondere das Trihexosan, ist es gegeniiber 
Glucose und Maltose nahezu wirkungslos!). Umgekehrt zeigt sich aber, 
da8 Trihexosan und Dihexosan von der grauen Hirnsubstanz ebenso- 
wenig glykolysiert werden kénnen wie Glykogen, was erneut den 
prinzipiellen Unterschied zwischen der Milchsiurebildung in der Musku- 
latur und den iibrigen Kérpergeweben beleuchtet. 


Wir danken Herrn W. Schulz fiir seine Mithilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden Methoden beschrieben zur manometrischen Messung 
des Milchséiureverbrauchs von Warmbliitergeweben, die in Ringerliésung 
oder Serum atmen, sowie zur Bestimmung des Kohlehydrats in Gewebs- 
schnitten von wenigen Milligrammen. 


2. Mittels manometrischer Methoden ergibt sich bei der Atmung 
des Lebergewebes von Hungerratten in Ringerlésung bei Lactatzusatz 
auBer einer Atmungssteigerung von etwa 50 bis 100 Proz. ein Schwund 
der Milchsaure, der, auf Oxydation bezogen, etwa der halben Atmungs- 
gréBe entsprechen wiirde. Bei gleichzeitiger Gegenwart von Zucker 
und Natriumlactat bleibt die ,,aerobe Glykolyse“ aus. Die bei der 
Atmung von Hungerlebern in Serum beobachtete stark erhéhte Atmung 
neben einem stark verkleinerten scheinbaren respiratorischen Quo- 
tienten erklart sich zum Teil durch die Wirkung der in Serum ent- 
haltenen Milchsiure. Doch ist obendrein auch der echte respiratorische 
Quotient unter diesen Umstinden besonders klein. 


3. Ahnlich verhalten sich verschiedene andere Siugetiergewebe. 
In der Niere steigt durch Lactat die Atmung gegeniiber zuckerhaltiger 
Ringerlésung um 30 bis 40 Proz., und auch hier schwindet Milchsaure 
sogar in noch gréBerem Umfang. Dagegen wird die Atmung der 
grauen Substanz des Rattenhirns meist durch Milchsaure nicht starker 
gesteigert als durch Zucker. Auch hier verschwindet aber die Milchsaure 
in einem Umfang, der, auf Oxydation bezogen, etwa der AtmungsgréBe 
entspricht. Ebenso wie bei den anderen Geweben hebt Milchsaurezusatz 
zu zuckerhaltiger Ringerlésung die aerobe Glykolyse auf und setzt die 
anaerobe Glykolyse etwa auf die Halfte herab. 


1) O. Meyerhof, Naturwissensch. 14, 196, 1926. 
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4. Die Milchséurespaltung der Zucker durch glatte Muskulatur 
unterscheidet sich von der im quergestreiften Muskel, stimmt aber mit 
der Glykolyse der tibrigen Gewebe iiberein. Auch hier wird vorzugs- 
weise Glucose gespalten, Glykogen und Starke sehr viel schwiicher 
und Fructose noch geringfiigiger, wihrend in der Skelettmuskulatur 
die Spaltung des Glykogens die der Fructose und Glucose iibertrifft, 
die selbst annahernd gleich wirksam sind. 

5. Glycerinaldehyd und Dioxyaceton bilden in allen gepriiften 
Geweben weniger Milchsaure als Traubenzucker, ebenso sind Trihexosan 
und Dihexosan, die Grundkérper des Glykogens und der Amylose, die 
durch Muskelextrakt vorziiglich zu Milchsiure gespalten werden, 
gegentiber den glykolysierenden Geweben unwirksam. 








Uber Atmung und Kohlehydratumsatz tierischer Gewebe. 


Il. Mitteilung: 
Atmung und Kohlehydratumsatz in Leber und Muskel des Warmbliiters. 


Von 


R. Takane (Tokio). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 19. Marz 1926.) 


Der biochemische Zusammenhang zwischen Zucker und Milchsaure 
ist seit langem bekannt. Das Entstehen von Milchsiure aus Kohle- 
hydrat durch das in den verschiedenen tierischen Geweben, Muskel, 
Blut, Leber, vorhandene ,,glykolytische Ferment“ ist zuerst von Claude 
Bernard") festgestellt worden, worauf in jiingster Zeit O. Warburg?) 
hinwies. Auch der umgekehrte Vorgang, die Umwandlung von Milch- 
siure in Kohlehydrat durch die lebende Zelle, ist schon im 19. Jahr- 
hundert gefunden, zuerst von Laurent*), der 1890 die Anreicherung 
der Hefe an Glykogen in Lésungen von milchsaurem Salz béobachtete. 
DaB auch den héheren Tieren diese Fahigkeit zur Bildung von Zucker aus 
Milchsaure zukommt, ergab sich mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit 
aus zwei Versuchen von Embden und Salomon*) an pankreasdiabetischen 
Hunden, wo eine Zunahme der Zuckerausscheidung im Harn bei Milch- 
siurezufuhr beobachtet wurde. Gestiitzt wurde diese Deutung der 
Versuche durch ahnliche Ergebnisse von Mandel und Lusk*) am 
phlorrhizindiabetischen Hunde, wo die Zuckerausscheidung bei Milch- 
siurezufuhr zwar relativ nur unbedeutend anstieg, z. B. von 55 auf 
64g in 24Stunden. Doch entsprach diese Zunahme in der GréBen- 
ordnung der zugefiihrten Milchsiure. Weitere Versuche von Dakin 
und Dudley*) bestatigten das Resultat. Einen direkten Beweis fiir die 


1) Vorlesungen iiber Diabetes, deutsch von Posener. Berlin 1878. 

*) Diese Zeitschr. 160, 307, 1925. 

%) Ann. de Soc. Belg. de Microscopie 1890; zitiert nach Cremer, Asher- 
Spiros Ergebn. d. Physiol. 1, 1. Halfte, 8. 905, 1902. 

*) Hofmeisters Beitr. 6, 63, 1904. 

5) Amer. Journ. of Physiol. 16, 139, 1906. 

%) Journ. of biol. Chem. 15, 143, 1913. 
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Umwandlung von Milchsiiure in Kohlehydrat im Tierkérper erbrachten 
zuerst Parnas und Baer') an der iiberlebenden Schildkrétenleber 
(allerdings nur in einem positiven Versuch), ebenso in einem einzelnen 
Versuch an der Saugetierleber Barrenscheen*), ein Befund, der mehrfach 
bestatigt wurde). 

Indes ist der Zusammenhang, der zwischen der Umwandlung der 
Milchsaure in Kohlehydrat und der Atmung besteht, erst in jiingster 
Zeit erkannt worden und ferner die Rolle aufgeklart, die die Milchsaure- 
bildung einerseits, die Riickverwandlung der Milchsaiure in Kohle- 
hydrat andererseits im Muskel fiir die Energielieferung der mechanischen 
Arbeit spielt*). Auch war bis dahin unbekannt gewesen, daB der isolierte 
Muskel iiberhaupt zur Synthese der Milchsiure zu Kohlehydrat be- 
fahigt ist. 

Bereits in der voranstehenden Arbeit hatte sich die Wahrscheinlich- 
keit ergeben, daB auch in isolierten Saugetiergewebsschnitten sich 
unter dem Einfluf} der Atmung eine Umwandlung von Milchsaure in 
Kohlehydrat vollzieht, die unter Umstanden analytisch faBbar sein 
miiBte. Doch war bisher ein direkter chemischer Nachweis einer solchen 
Umwandlung nicht gefiihrt. Ebenso fehlte auf der anderen Seite ein 
Vergleich des Kohlehydratschwundes mit dem Sauerstoffverbrauch, 
aus dem sich schlieBen lieB, wieviel von der Ruheatmung auf Oxydation 
des Zuckers, wieviel auf andere Nahrstoffe geht. Ich habe daher auf 
Vorschlag und unter Leitung von Herrn Meyerhof diese Liicken aus- 
zufiillen versucht und eine groBe Zahl von Kohlehydratbestimmungen 
gleichzeitig mit Messung der Atmung speziell in Lebergewebe und 
Muskulatur (Zwerchfell von Ratten) ausgefiihrt. Hierfiir wurden die 
Gewebsschnitte teils in Ringerlésung mit und ohne Zusitze auf- 
geschwemmt, teils in Serum. SchlieBlich wurde der EinfluB des Insulins 
auf den Umsatz des Kohlehydrats unter den verschiedensten Umstanden 
untersucht. Zu demselben Zwecke wurde nach den in der voran- 
stehenden Arbeit von O. Meyerhof und K. Lohmann beschriebenen 
Methoden der Schwund zugesetzter Milchsiure im Zwerchfell studiert, 
sowie die AtmungsgréBe und der respiratorische Quotient desselben 
in Serum mit und ohne Zusatz von Insulin. 


Methodik. 


Sowohl in den chemischen wie in den manometrischen Methoden 
folgte ich den in der voranstehenden Arbeit gemachten Angaben. Da die 


1) Diese Zeitschr. 41, 386, 1912. 

*) Ebendaselbst 58, 299, 1913. 

3) Z. B. Baldes und Silberstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 100, 34, 1917. 

*) Zusammenfassung siehe O. Meyerhoj, Asher-Spiros Ergebnisse der 
Physiol. 22, 328, 1923; ferner Springers Handb. d. Physiol. 8, 476, 1925. 


———————————— eS 
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Gewebsschnitte, die zur Atmung gedient hatten, nachher auf Kohlehydrat 
verarbeitet werden sollten, wurden sie nicht getrocknet, da sich in Vor 
versuchen ergeben hatte, daB dies die Kohlehydratbestimmung unmédglicl 
macht. Sie wurden vielmebr ebenso wie die Kontrollgewebsschnitte vor 
dem Versuch auf einer Torsionswage von Hartmann @& Braun feucht ge- 
wogen. Das Trockengewicht wurde auf Grund verschiedener Vergleiche 
mittels Division durch 5,5 fiir Zwerchfell, und 5,0 fiir Leber festgestel]lt. 
Nach einer Reihe anfanglicher Fehlschlage stellte sich als AuBerst wichtige 
Vorschrift heraus, daB die Gewebsschnitte nicht, wie sonst iiblich, nach 
dem Schneiden in einer Schale mit Fliissigkeit ausgebreitet werden durften, 
ehe sie in die Atmungstrége tiberfiihrt wurden, sondern dali sie nach An- 
fertigung direkt auf die Wage und von hier in die Versuchsfliissigkeit ge- 
langen muBten. Im anderen Falle findet vor allem aus dem Lebergewebe 
eine vorherige Auslaugung von Kohlehydrat statt, die zu schweren Fehlern 
in der Bestimmung des Anfangsgehalts fiihrt. Allerdings setzt dies Ver- 
fahren eine ziemlich groBe Ubung in der Anfertigung der Gewebsschnitte 
voraus. Durch ein mangelhaft angefertigtes Gewebsstiick fallt die Atmung 
zu klein aus, wodurch die Versuchsgenauigkeit leidet. Solche Versuche 
wurden in der Regel verworfen. Der Sauerstoffverbrauch wurde, wo nichts 
anderes angegeben, unter Absorption von Kalilauge bestimmt. Die Ringer- 
lésung enthielt stets ein Zehntel] isotonisches Phosphat von p, 7,4. Fiir 
die Serumversuche wurde inaktiviertes Pferdeserum, das angesfiuert und 
ausgepumpt war, verwandt. Nur fiir die Bestimmung der Atmung und 
des scheinbaren respiratorischen Quotienten mit und ohne Insulinzusatz 
(s. unten Tabelle Il) diente unverandertes Serum. Die Fliissigkeitsmenge 
betrug 1.0 bis 1,2 cem. 

In den Tabellen, in denen die chemisch bestimmte Kohlehydrat- 
anderung mit der AtmungsgréBe des Gewebes verglichen wurde, ist in 
der letzten Spalte die Anderung des Kohlehydratgehalts in Prozenten 
des Sauerstoffverbrauchs ausgedriickt. Es ist zugrunde gelegt, dab 
9% mg O, 
Dabei ist die etwa 20 Minuten lange Vorbereitungszeit, wahrend det 


*) mg Kohlehydrat (auf Glicose berechnet) oxydieren 


die in den Versuchsfliissigkeiten suspendierten Gewebsschnitte zwar 
atmen, die Messung aber noch nicht begonnen hat (Sauerstoffsattigung. 
Temperaturausgleich), vernachlassigt. Da sie nur etwa 10 Proz. der 
Mebzeit betragt, kommt sie bei der nicht unbetrichtlichen Fehlerbreite 
der Bestimmungen nicht wesentlich in Betracht. Auf dieselbe Weise 
ist auch die Kohlehydratzunahme in Prozenten des Sauerstoffverbrauchs 
berechnet, was nur zum Vergleich der GréBenordnung der Synthese 
des Kohlehydrats gegeniiber dem = sonstigen Kohlehydratschwund 
dienen soll. Ob der Schwund des Kohlehydrats auf Oxydation oder 
Milchsaurespaltung zu beziehen ist, kann erst in Verbindung mit der 
Bestimmung des Bicarbonatgehalts entschieden werden (s. dariiber 
unten, S. 409). 
Versuche am Zwerchfell. 

Vom Zwerchfell durften fiir die Kohlebydratbestimmungen nur die 
vorderen zwei Drittel benutzt werden, da das hintere Drittel, abgesehen 
von seiner gréBeren Dicke, einen nicht genau iibereinstimmenden Kohle- 
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hydratgehalt besaB. Einige Kontrollbestimmungen sind in der Tabelle I 


enthalten. 
Tabelie I. 


Kohlehydratgehalt in verschiedenen Zwerchfellabschnitten. 





Feuchtgewicht Vales Zucker Kohlehydrat 
mg Thiosulfat mg Proz. 
1. Vorderer Teil . 15,7 0,75 0,127 0,81 
2. a a ae 19.9 0,95 0,161 0.81 
3. Bs ee ae 21,0 1,00 0,169 0,80 
4. Hinterer Abschnitt 20,7 0.75 0.127 0.615 


Der Kohlehydratgehalt des Rattenzwerchfells ist meist etwas 
geringer als der der Skelettmuskulatur. Wahrend er bei ernahrten 
Ratten 0,6 bis 1 Proz. betrigt, sinkt er bei zweitagigem Hungern auf 
etwa die Hilfte. Zu den meisten Versuchen dienten Ratten, die 
48 Stunden gehungert hatten. Vergleicht man den Sauerstoffverbrauch 
von in zuckerfreier Ringerlésung aufgeschwemmten Zwerchfellstiicken 
mit der Kohlehydratabnahme, so fallt sofort auf, daB nur ein ver- 
hiltnismaBig kleiner Tei] der Oxydation auf Kohlehydrat bezogen 
werden kann, besonders wenn der Sauerstoffverbrauch von normaler 
GréBe ist. Hierauf ist schon friiher von O. Meyerhof, K. Lohmann und 
R. Meier hingewiesen'). Relativ gréBer ist der Kohlehydratschwund 
bei kleiner oder stark absinkender Atmung, doch liegt hier der Verdacht 
nahe, daB unter diesen Umstainden auch Milchsaéure entstehen kann. 
In den iibrigen Fillen kénnen nur 20 bis 50 Proz. des Sauerstoff- 
verbrauchs auf Kohlehydratschwund bezogen werden. Eine Reihe 
derartiger Versuche sind in Tabelle IITA und B zusammengestellt, 
wobei anfanglich Glykogen und niedere Kohlehydrate getrennt bestimmt 
wurden, spater vereinigt. Zu diesem Kohlehydratschwund kommt aber, 
wie ebenfalls schon friither erwahnt, ein Schwund der Milchsaure hinzu, 
indem die bei der Herstellung der Zwerchfellschnitte spontan gebildete 
Milchsiure im Laufe der Zeit in Gegenwart von Sauerstoff abnimmt. 
Zwei derartige Versuche sind in Tabelle III angegeben, wobei in dem 
zweiten Versuch noch Natriumlactat hinzugegeben wurde. Indes macht 
der Schwund der spontan gebildeten Milchsiiure auch nur etwa 15 Proz. 
des Sauerstoffverbrauchs aus. [In dem friiheren Versuch entsprach der 
Milchsdureschwund 18 Proz. des Sauerstoffverbrauchs?)]. Es kamen 
danach ein bis zwei Drittel der Atmung auf Kohlehydratoxydation ; 
weiterhin darf, nach der Ammoniakabspaltung zu urteilen, etwa 10 Proz. 


1) Diese Zeitschr. 157, 482, 1925. 
2) O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, diese Zeitschr. 157, 
1925. 
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Tabelle 11. 
Atmung und Kohlehydratschwund des Rattenzwerchfells in 


A. Atmungsversuche. 


Il. 407 


Ringerlésung. 








oO, 
Ver  Schnitt- Zusatze ow mg Oo| wm 
Nr. Datum suchs+ gewicht zur i vers Pa oa Bemerkungen 
zeit feucht Ringerlésung nr Hs braucht eine 
1925 zeit 
1 12. I. 5b 34,0 — 207 «0,296 6.85  Emahrte Ratte 
2 — os 5 55,0 256 «60.366 «5.1 Hungerratte 
3 m. 8. 5 47,0 a= 307 044 7,14 Ernahrte Ratte 
4a | 23. IT. 5 34,5 -- 92.5 0,132 2,9*) = ‘ 
4b |} 23. IT. 5 43,2 n/530 Natriums 168 0,24 43%) es = 
lactat 
5 6. IIT. 5 64.5 - 259 | 0.37 4.45 Hungerratte 
6a 25. IT. 5 34,2 ; | Keine Atmungs- 
6b | 25. IT. 5 57,0 1/100 Natrium- | messung 
lactat 
7 30. IV. 3 38.0 — 124 O178 5.95 45 h-Hungerratte 
8 21. XII. 6 32,5 —_ 254 0,364 652 48h. . 
8a 21. XII. 6 33,2 0/60 Natrium- 286 0409 7,17 
lactat 
*) Atmung nach 2 Stunden stark abfallend. 
B. Kohlehydratbestimmungen. 
|| Vorher Nachher Berechnung 
| 5 5 2 $13) u2 hi 
413! 8 (8e-] 31/2) & eel S | £8 | ba 
z= c 2 - ? “5 “> 
wi Bis | & BPS] Big] &  Seei 2 | ok | Ba8 
oe & C) ess oe £ < G36 3 34 ECS 
= =< = =e = z = =se > Ee Bas 
= Dy ° cu é 2 ° ca, < 3% >> > 
= 2 “ <e a 2 Z hw 2 z=) «St 
3 as Z a ere © 
mg Proz. mg Proz. mg 
l 39.4 G 0116 042 34.0 G 0,086 080 0,041) 0,12 15 
K 0,245 K | 0,190 
2 60,0 G 0,049 0318 550 G 0015) 0,156 0.081. 0,147 24 
K | 0,142 K 0,071 
41.0 G 0,032 0,288 
K | 0,086 
3 38,4 S 0,24 0,625 470 S 0,142 0,305 0,143 0,32 35 
4a 45 S 0,265 0,59 345 S 0,130 038 0,072) 021 57 
4b 43.2 S (0,188 0435 0,067) 0.155 30 
5 37,7 S , 0,285 0,75 645 S 0265 O41 0.22 | 0,34 63 
6a 57,0 S 0,34 0598 342 S 0,143 0416 0,062 0,182 
6b 57,0 S 0,235 041 0,108 0,189 
7a | 53,2 S | 0,225 0,42 38,0 S 0,0665 0,175 0,090 0,22 54 
7b, 35,2 S 0,138 0,395 
8a 36,6 S 018 0,49 325 |S (0,13 040 0,029 0.09 10 
8b 33,2 | S (0,13 039 0.033 0.10 10 
”»G Glykogen, K niedere Kohlehydrate, S Summe von beiden. 
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Tabelle 111. 
Chemische Bestimmung des Milchséureschwundes im Zwerchifel! 
in Ringerlésung. 


A. Atmungsmessung: 





Ver Schnitt- 
Nr Datum suchs- — Zusatze 2 O, 2 Bemerkungen 


zeit 
mg mg 


2. I] 5h 655 _— 3050 452 5, je ' 4 von 
4 Zwerchtellen 

10.111. 5 40° 210 | 0 100Natrium- 1233 | 1,76 ‘ je '/y von 
lactat 2 Zwerchfellen 


B. Chemische Bestimmung. 





Vorher Nachher Milch- 
—~—— — Milche —_saures 
Nr. Schnitts  Milchs Miche || Schnitt- | Milch» | Milch» _Sauree — schwund 
gewicht saure saure gewicht saure saure schwund pv Oo. 
mg mg Proz mg mg Proz. mg Verbrauchs 
l 659 0.75 011 655 0,22 0,033 0.5225 12.5 
2 210 4,15 (1,98) 210 3,22 (1,53) 0,93 56 


auf EiweiBspaltung bezogen werden. Der Rest muf als Oxydation 
von Fett gedeutet werden. 

Bei Zusatz von n/50 Natriumlactat zur Ringerlésung wird der 
Kohlehydratschwund trotz Erhéhung der Atmung nur wenig_ ver- 
ringert, manchmal auch gar nicht. Eine bilanzmaBige Synthese wie 
im isolierten Kaltbliitermuskel ist nicht festzustellen. Doch darf dies 
nicht im Sinne eines prinzipiellen Unterschieds von Warm- und Kalt- 
bliitermuskel gedeutet werden, sondern riihrt offenbar daher, dai 
infolge der Durchschneidung des Zwerchfells die Kohlehydratspaltung 
gegentiber dem intakten Muskel gesteigert wird und dieser an den 
Schnittrandern sich abspielende Zerfall durch die Resynthese in den 
unbeschadigten Teilen nicht kompensiert werden kann. Dies folgt vor 
allem aus den Versuchen in Serum, wo im Grenzfall eine solche Synthese 
beobachtet werden kann (s. unten, Tabelle VII). Gleichzeitig wird 
eine erhéhte Menge Milchsiure umgesetzt. In Versuch 2, Tabelle III, 
werden 50 Proz. des Sauerstoffverbrauchs durch die Oxydation des 
verschwindenden Lactats gedeckt. In einem unten wiedergegebenen 
Versuch (Tabelle IV, Nr. 1) entspricht die Zunahme des Bicarbonats 
einem Lactatschwund von etwa 25 Proz. des Sauerstoffverbrauchs. 
Wird Traubenzucker zur Ringerlésung hinzugesetzt, so ist der Kohle- 
hydratschwund sofort erheblich gréBer, éfters sogar gréBer als es dem 
Sauerstoffverbrauch entspricht. Hier findet offenbar neben der Atmung 
auch eine Glykolyse statt. Ich habe infolgedessen auf die Durchfiihrung 
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solcher Versuche verzichtet, da es schwierig ist, in dem gleichen Versuch 
festzustellen, wieviel von dem Zucker durch Oxydation, wieviel durch 
Spaltung verschwindet. Anders aber in Serum, wo eine solche Milch- 
saurebildung in Sauerstoff nicht mehr stattfindet. Das hier verschwin- 
dende Kohlehydrat kann demnach als oxydiert angenommen werden. 
Um die Vorginge in Serum zu studieren und unabhangig von 
den Anderungen des Kohlehydratgehalts dem Umsatz der Milchsiure 
zu folgen, wurde nach den in der voranstehenden Arbeit von O. Meyerhof 
und K. Lohmann angegebenen Methoden die Anderung des Bicarbonat- 
gehalts, die Atmung und der scheinbare respiratorische Quotient in 
normalem, inaktiviertem Pferdeserum bestimmt. Dabei wurde teils 
das Serum unverindert benutzt, teils wurde noch Glucose oder Natrium- 
lactat hinzugefiigt. Das benutzte Pferdeserum enthalt in der Regel nur 
0,05 Proz. Traubenzucker und etwa ebensoviel Milchsiure infolge der 
vorangegangenen Glykolyse der Erythrocyten. Hierbei wurde eine 
Reihe von Parallelbestimmungen mit und ohne Insulin gemacht, um 
einen Einflu8 desselben auf die Atmung zu untersuchen. Uber die 
Anderung des Bicarbonatgehalts belehrt die Tabelle IV, wobei die 
Bezeichnungen dieselben sind wie in der vorstehenden Arbeit. 


Tabelle IV. 


Milchsaéureschwund im Zwerchfell, gemessen an der Anderung des Bicahonats. 





7 
| 


Hungerzeit Versuchs- 


Nr. Datum der Ratte zeit Suspensionslosung QB VO 
Stdn. Stdn. Ow) 
$ 
l 4. I. 24 6 Ringer + n 50 Natrium- +059 8&3 
lactat 
2 | 16.X. 48 31, Serum + 0,05 Proz. Glucose + 05 6.1 
2a 15.X. 48 3), Serum + 0,05 Proz. Glucose + 1,0 6.3 
+ 2 x 10-5 Insulin 
3 | 26.X. 24 3 Serum + 0,006 n Natrium- + 2,25 — 
lactat 
3a 28.X. 24 3 Serum + 0,006n Natrium- + 2,0 


lactat + 2 « 10-5 Insulin 


In einem Versuch (Tabelle 1V, 1) wurde die Bicarbonat vermehrung in 
Ringerlésung unter Zusatz von milchsaurem Natrium bestimmt und ergab 
Qin t 0,59, was einer OxydationsgréBe von 1,83cmm QO, entspricht. 

itwa ebenso groB ist der Qi) Wert in Serum mit Glucosezusatz (Ver- 
such 2), so daB hier ebenfalls ein Milchséiureschwund stattfindet, aber 
kein betrachtlicher. Dieser steigt jedoch durch Lactatzusatz auf 
Qin = + 2,0, was einem Qo,-Wert von 6 entspricht, also annahernd 
der AtmungsgréBe des Zwerchfells in Serum. Ahnliche Resultate 
ergeben sich bei der Messung des scheinbaren respiratorischen Quotienten, 
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zumal wenn wir die Werte mit der direkten Bestimmung des wahren 
respiratorischen Quotienten vergleichen, die allerdings in ausgepumptem 
Serum vorgenommen werden mu. Dieser direkt bestimmte respirato- 
rische Quotient ergab sich in vier Versuchen zu 0,66 bis 0,90 ohne 
Insulin und 0,79 bis 0,955 mit Insulin. Offenbar ist er also mit Insulin 
etwas héher, doch ist die Methode nicht besonders genau. 


Tabelle V. 
Bestimmung des echten respiratorischen Quotienten des Zwerchfells 
in ausgepumptem Serum. 





Respi- Respis 


Ver- I ; rator rator. Vo, QO ), 
. . nsulin 2 2 
Nr. Datum -— 2 suchs+ Sap com Quotient Quotient ohne mit 
zeit ohne mit Insulin Insulin 
| Stdn. g pro ccm Insulin Insulin 


116. X. 48 3h30’ 0,05 Proz. 2«10-5 083 0.955 6,1 6.3 
Traubenzucker 

2 18.1X.|| 24 1 30 0,06 Proz. 510-6 0,90 0,93 83 65 
Traubenzucker 

3 94. X. 48 2 30 0,1 Proz. 2x10-5 0,66 0,79 4.15 6,05 
Traubenzucker 

4 28. X.|| 24 3 0,06 n — 0.75 — 44 — 


Natriumlactat 


Durchschnitt 0,79 0.89 57 63 


Da der scheinbare respiratorische Quotient auBer durch die 
Atmungskohlensaure auch noch durch die Kohlensaureretention infolge 
des Bicarbonatschwunds bestimmt wird, muB er ein wenig kleiner als 
der echte respiratorische Quotient sein, zumal bei Zusatz von milch- 
saurem Natrium. Dieses trifft auch zu (s. Tabelle VI). Auch der schein- 
bare respiratorische Quotient ist bei Zusatz von Insulin in der Regel 


Tabelle VI. 
AtmungsgréBe und ,,scheinbarer respiratorischer Quotient‘: des 
Zwerchfells in inaktiviertem Pferdeserum. 





Hunger s Zusiatze elem y ohne y mit Qo, | Qo, 
Nr. Datum zeit ~ zum Serum Lésung Insulin | Insulin — 7. 
s 
1) 5. VII. 24h | 120’ — 2x 10-5 0,624 0805 56 7,97 
2|| 7. VIL; 24 l — 2x 10-5 060 | 0,94 4.1 6,85 
3} 8. VII.; 24 l — 2x 10-° 0,94 0,845 | 818 7,7 
4//25.VII. 2 | 1 -_ — 10% | — | 65 —_ 
6|}25. VII. 24 | 1 n/100 5 x 10-° | 0,635 0,843 42 | 51 
| | Natriumlactat | 
6 26. VII. 48 1 20 0,08 Proz. 5» 10-* 0,784 0,89 565 | 7.5 
Traubenzucker | 
7||28. VII. 24 1 20 0,08 Proz. 1x 10-° 0,78 | 096 | 688 | 7,84 
Traubenzucker | 


Durchschnitt: | 0.73 O88 59 |72 
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gréBer. Dasselbe gilt fiir die AtmungsgriéBe des Zwerchfells, die durch 
Insulin meist um etwa 20 Proz. erhéht wird, wie es auch in den 
spateren Versuchen der Tabelle VII gefunden wurde. Hierbei wurden 
ausschlieBlich hungernde Ratten benutzt!). 

Der verhaltnismaBig geringe EinfluB des Insulins auf die Atmung 
der Muskulatur diirfte nach allem, was iiber die Insulinwirkung bekannt 
geworden ist, sekundarer Natur sein. Offenbar greift das Insulin primar 
bei der Umwandlung von Glucose in Glykogen an, indem es diesen 
Vorgang beschleunigt, und versieht damit den Muskel in geniigender 
Menge mit demjenigen Kohlehydrat, das er allein mit gréBerer Ge- 
schwindigkeit umzusetzen vermag, wahrend er Glucose direkt nicht 
oder nur langsam angreift. Auf diese Weise erklart sich wohl der starkere 
EinfluB des Insulins bei Glykogenarmut des Kérpers und andererseits 
der geringere beim Kaltbliitermuskel, der fiir seinen verhaltnismaBig 
langsamen Kohlehydratverbrauch iiber einen geniigenden Glykogen- 
vorrat verfiigt 2). 

Man muB nach diesen Versuchen erwarten, daB der Kohlehydrat- 
schwund in Serum niemals gréBer, aber meist kleiner sein wird, als sich 


‘) Burn und Dale (Journ. of Physiol. 59, 185, 1924/25) fanden am 
Muskelpraparat der Katze bei Durchstrémung mit insulinhaltigem Blute 
ebenfalls im Durechschnitt eine Steigerung der Oxydation um etwa 20 
bis 30 Proz., die natiirlich nicht ausreicht, das gesteigerte Verschwinden 
des Blutzuckers zu erkliren. Da®B andere Autoren die Oxydationssteigerung 
im tiberlebenden Warmbliitermuskel vermi®ten, liegt entweder an den 
betreffenden Insulindosen oder aber an den Bedingungen der Atmung 
des Muskels, vor allem der Suspendierung in Ringerlésung, wo man aller- 
dings keinen EinfluB auf die AtmungsgréBe findet. DaB die Wirkung 
des Insulins nur in Serum deutlich ist, hangt vielleicht zusammen mit 
der Beobachtung von Hdusler und Loewi (Pfliigers Arch. 210, 238, 1925), 
wonach Insulin nur in Gegenwart von Serum oder Plasma die Aufnahme 
von Glucose von seiten der Zellen erhdéht. 

Andererseits gibt Ahlgren an (Skandinav. Arch. f. Physiol., Supplement - 
band, 1925), daB Insulin Leo in Konzentrationen von 10-1!! bis 10—-' die 
Entfairbung von Methylenblau unter anaeroben Bedingungen durch in 
Phosphatlésung suspendierte Froschmuskulatur um 60 bis 80 Proz. be- 
schleunige, wahrend bei Konzentrationen von 10-5 eine Hemmung von 
30 bis 40 Proz. stattfinden soll. Er schlieBt daraus auf eine Steigerung, 
bei héheren Konzentrationen auf eine Hemmung der Muskelatmung um 
diesen Betrag. Demgegeniiber wurde in den hier ausgefiihrten Versuchen 
die AtmungsgréBe zerschnittener Froschmuskulatur, die in Phosphat- 
lésung suspendiert war, bei 20° durch Insulinkonzentrationen von 10~5 
bis 10-14 nicht in einer die Fehlergrenze der Methode iiberschreitenden 
Weise beeinfluBt. 

2) Vgl. auch die Arbeiten von Lundsgaard und Holbell, Journ. of biol. 
Chem. 62, 1924; 65, 1925; die Diskussion von E. J. Lesser, Handb. d. 
Biochem. 9, 2. Aufl., 8. 160, 1925; die Zusammenstellung von Grevenstuckh 
und Laqueur, Ergebn. d. Physiol. 28, IT, S. 1, 1925. 
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aus der Atmungsgrébe errechnet. Denn es findet ja daneben ein, wenn 
auch nicht sehr bedeutender, Milchsiureschwund statt. Auch beide 
zusammen werden jedenfalls nicht den gesamten Sauerstoffverbrauch 
decken kénnen, wie sich schon aus dem Ansteigen des respiratorischen 
Quotienten in Gegenwart von Insulin ergibt. Tatsachlich sind die 
chemischen Bestimmungen der Kohlehydratanderung im Serum mit 
den aus den manometrischen Versuchen gezogenen Schlubfolgerungen 
in gutem Einklang (s. Tabelle VII). In unverindertem Serum ist der 
Kohlehydratschwund zwar héher als in Ringerlésung ohne Zusatz, 
bleibt aber doch betrachtlich hinter dem Sauerstoffverbrauch zuriick. 
Dasselbe gilt fiir den Fall (s. Versuch 3 und 4), daB Serum benutzt 
wird, das 1 bis 2 Tage in Kollodiumhiilsen gegen Ringerlésung zur 
Entfernung der Hauptmenge des Zuckers dialysiert war!). Ubrigens 
anderte hier der Zuckerzusatz nichts am Kohlehydratschwund, der 
in allen Versuchen 30 bis 70 Proz. des aus der AtmungsgréBe berechneten 
betrug. Dagegen erhéhte Insulinzusatz in Gegenwart von Trauben- 
zucker in allen Fallen den Kohlehydratschwund. Trotz der nicht 


Tabelle VII. 
Kohlehydratumsatz im Zwerchfell hungernder Ratten in Serum 
(48 Stunden Hungerzeit ). 
A. Atmung. 





~— Schnitt- 
Nr Datum suchss — Zusatz zum Serum % O2 QO 
— mg cmm mg 
1 226. VI 4b © 290 - 142 0,206 6,85 
la 26. VI. 4 37.0 Insulin 2 « 10-5 218 O311 82 
2 30, VI. 3 36.5 - 130 «60.186 6.6 
2a 30. VI. 3 33.4 Insulin 2 « 10-5 148 0.212 82 
3 2. VII. 3 26,8 2Tage dialysiert. Serum 127 0,182 86 
3a 2. VII. 3 23,4 + 0,05 Proz. Glucose 79 #O113 62 
3b 2. VII. I 22.1 +005 . , 94 | 0,134 78 
+ Insulin 1 x 10-5 
3¢ 2.VIl 3 214 + 0,01 n Natriumlactat 104. 0.150 89 
4 4. VII 3 31,0 2Tagedialysiert.Serum 142 | 0,204 8,4 
ta 4. VII 3 31,2 + 0,01 n Natriumlactat 150 0.214 87 
4b 4.VII 3 50.0 +001 n e 210 «=0,300 78 
+ 10-° Insulin 
te 4. VII. 3 32,2 + 0,05 Proz. Glucose 109 0.156 63 
5 i? a 3 33,3 a 140 0,200 7,7 
Sea it. 3 26,4 0,05 Proz. Glucose 83 0,118 5,72 
Sb i% a. 3 27.4 005 , 85 0.120 5.70 


+2 x 10-6 Insulin 


') Die noch iibrig gebliebene Reduktion nach Hagedorn-Jensen ist 
vielleicht kein Zucker. Vgl. hierzu Hiller, Almer, Linder und van Slyke, 
Journ. of biol. Chem. 64, 625, 1925. 
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B. Kohlehydratbestimmungen. 
Vorher Nachher Be- ,; 
Zucker ———_——_—_—| rechnet Kohle- Kohle- 
in Vere Kohle» Kohle- -—w hydrat- 
Nr.||Schnitts Kohler |Kohle- SYCMS* Schnitts Koblee hydrat  Bydrat, | SOREN schwund in 
gewicht hydrat- | hydrat Soran gewicht hydrat- Anten = des Eres. des 
feucht . é qehake Renae, Seussstell 
ewichts mes 
mg Proz. mg mg mg mg 8 
l 294 0,178 0615 0,162 290 0275 0335 0.060 0,205 32 
la 190 O.11 0585 0,162 37.0 0,202 0382 0.180 049 62 
2 53.2 0,275 0,42 0.40 36.5 0429 0549 0.120 0,332 6s 
2a 35.2 0.138 0395 040 33.4 0324 0,536 0,208 0.61 113 
3 23.2 0.166 0.73 0,08 26.8 0,167 0,270 0.103 0394 60 
dialysiert 
3a 41,2. 0.280 | 0,68 053*) 23.4 0,681 0.745 0,064 0.278 60 
dialysiert 
3b — — — 053*) 22.1 0619 0,736 O.117 0.525 94 
dialysiert 
i — — 0.08 214 0,308 0,23 + 0,078 + 0,365 [+ 55)" 
dialysiert 
4 25.0 0,345 1,38 0,08 31,0 0370 0,505 0,135 0.43 re | 
dialysiert 
4a 505 0.725 143 0,08 31.2 0505 0510 0,005 0.02 2 
dialysiert 
4b — -- 0,08 50.0 082 O77 +005 +010 [+ 18)" 
dialysiert 
4c — — — 055*) 32.0 088 0.99 O11 033 76 
dialysiert 
5 27.8 0.281 1,00 | 0475 23.3 0537 0.714 O177 0,53 5 
5a 194 0,193 1,01 | 0.92*) 264 1,007 1,148 O141 O54 120 
5b) — — — 0,.92*) 274 0995 1,158 0.63 0,60 140 


*) Mit Zuckerzusatz 


**) Zunahme des Kohlehydrats 





unbetrichtlichen Fehlerbreite der Versuchsanordnung darf man daraus 
entnehmen, da unter diesen Umstiinden im Zwerchfell mehr Kohle- 
hydrat oxydiert wird, ahnlich wie es aus der VergriBerung des 
respiratorischen Quotienten gefolgert werden kann. Auch hier ergab 
sich stets eine etwas gesteigerte Atmung mit Insulin. Wird dagegen 
Natriumlactat zu dialysiertem, fast zuckerfreiem Serum hinzugefiigt, 
so hért der Kohlehydratschwund vollstandig auf (Versuch 3c, 4a und b), 
ja, es findet sogar in einigen Fallen eine Zunahme statt. Das ist im 
Einklang mit der durch Lactatzusatz erhéhten Einsparung 
Bicarbonats, die schon in nicht dialysiertem Serum etwa einem Lactat- 
schwund von dem Umfang der AtmungsgréBe entspricht. 

DaB der intakte isolierte Warmbliitermuskel bei Durchspiilung 
mit zuckerhaltiger Salzlésung auch wahrend der Arbeitsleistung neben 
Kohlehydraten Fett und Eiweif oxydieren kann, scheint aus einer 
alteren Arbeit von E .Rohde am Kaninchen- und Katzenherzen hervor- 
zugehen'). Das Herz deckt hier nur einen Teil seiner Atmung aus dem 
Zucker der Nahrlésung, den Rest aber aus Reservestoffen, die mit 


des 


1) Zeitschr. f. 1910. 


physiol. Chem. 68, 181, 
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dem respiratorischen Quotienten von 0,72 bis 0,78 verbrennen. Der 
respiratorische Quotient dieses Reststoffwechsels ist bei Herzen hun. 
gernder Tiere besonders niedrig, bei kohlehydraternahrten erheblich 
héher. Unter méglichst physiologischen Bedingungen — Durch. 
strémung mit insulinhaltigem Blut oder Serum — wird aber offenbar 
der Anteil der Kohlehydratoxydation des Warmbliitersmuskels mehr 
und mehr gesteigert. Andererseits ist der isolierte Kaltbliitermuskel, 
der stets Glykogen in erheblichen Mengen enthalt und dieses nur 
langsam verbraucht, nicht unter Bedingungen zu versetzen, wo bei 
der Arbeitsleistung neben Kohlehydrat noch Fett oder EiweiB in nach- 
weislichen Mengen verschwinden. Diese Resultate stehen in keinem 
Widerspruch zu der von O. Meyerhof gegebenen Erklarung fiir die 
Energetik des oxydativen Restitutionsvorgangs, worauf schon kiirzlich 
hingewiesen wurde’). 

Versuche mit Lebergewebe. 

a) Versuche in Ringerlésung. 

Eine gréBere Zahl von Kohlehydratbestimmungen wurde mit 
Lebergewebe ausgefiihrt, da sich hier in der voranstehenden Arbeit 
von O. Meyerhof und K. Lohmann die Wahrscheinlichkeit ergeben 
hatte, daB deutliche Anderungen des Kohlehydratgehalts unter den 
verschiedenen Umstinden in Erscheinung treten muBten. Meine 
eigenen Messungen bestitigen dies. Auch hier wurden zunichst Be- 
stimmungen in Ringerlésung mit und ohne Zusatz von milchsaurem 
Natrium ausgefiihrt. In der gréBten Zahl der Versuche, im ganzen 
elfmal, wurde durch Milchsiurezusatz eine bilanzmaBige Zunahme 
des Kohlehydrats erzielt, aie in der GréBenordnung des Sauerstoff- 
verbrauchs lag, derart, daB der Kohlehydratgehalt statt in einem 
Betrage von 40 bis 100 Proz. des Sauerstoffverbrauchs abzunehmen, 
wie es ohne Zusatz geschieht, in einem ahnlichen Betrag zunahm. Zur 
Berechnung des Oxydationsquotienten 

Mol. Milchséiure verschwunden 
Mol. Milchsaiureaquivalente oxydiert 
sind die Versuche allerdings nicht geeignet; abgesehen von der zu 
geringen Fehlergenauigkeit und den grofen Schwankungen wird ja 
auch nur ein Teil der Atmung durch Kohlehydratoxydation gedeckt. 
Auch sollte hier in Analogie zum Muskel nur die Atmungssteigerung 
und nicht die Ruheatmung selbst fiir die Berechnung beriicksichtigt 
werden, was aber bei den offenbar aus sekundiren Ursachen schwan- 
kenden Werten nicht durchfiihrbar ist. In einigen anderen Fallen 
wurde keine bilanzmaBige Zunahme des Kohlehydrats gefunden, aber 
auch dann war der Kohlehydratschwund durch Milchséiurezusatz 


1) Diese Zeitschr. 158, 218, 1925. 
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verringert trotz gleichzeitig gesteigerter Atmung. In mehreren Fallen 
wurden Doppelversuche ausgefiihrt, auBerdem auch die Anfangswerte 
doppelt bestimmt. Diese sind simtlich, soweit nicht einzelne Be- 
stimmungen verloren gingen, in die Tabelle aufgenommen. Die Resultate 
stimmen im allgemeinen innerhalb 15 Proz. tiberein. In mehreren 
Versuchen wurde Alanin und Asparagin zur Ringerlésung hinzugefiigt, 
da beide Substanzen als Zuckerbildner im Tierkérper bekannt sind 
und in den friiheren Versuchen von O. Meyerhof, K. Lohmann und 
R. Meier die Atmung des Lebergewebes in ahnlichem Betrage wie 
milchsaures Natrium gesteigert hatten. Gerade in den zwei besten 


Tabelle VIII. 
Atmung und Kohlehydratumsatz von Lebergewebe in Ringerlésung. 
A. Atmung. 





Feucht- 
Nr. Datum ew =" zur .... ne ws QO, Bemerkungen 
Schnitte cmm mg 

] Bb. Vii & 25,7 - 148 0,213, 10,6 1 Tag Hunger 
la 15. Vz. 3 16.0 | 0,02n Natriumlactat 99 0,133 11,2 
Ib! 15. V.j| 3 27,1 | 0,02n Natriumlactat, 128 0,183 8,7 

+ 8 X 10-6 Insulin 
2)/23 V.i 3 26,2 — 162 0,230 11,4. 1 Tag Hunger 
2a | 23. V.|| 3 24,2 | 0,01n Natriumlactat 305 0,437 23,0 
2b) 23. V. 3 26.5 0.02 n Natriumlactat 215 0,305 149 

+ 8 X 10-6 Insulin 
313. V. 3 18,0 —_ 94 0,135 9,5 1 Tag Hunger 
3a 26. V. 3 14.2 0,02 n Natriumlactat 10] 0,144 12.9 
3b 26. Vz«. 3 19,1 0.01 n Natriumlactat) 154 0,220 148 

+8 x 10-6 Insulin 
4 & VI. | 3 37,6 _ — 215 0,310 10,6 2Tage Hunger 
da «65. «CVO. 3 317 (Doppelbestimmung) || 168 0,240 9,7 
4b/' 5. VI. 3 27.0 0,02n Natriumlactat 279 0,395 19.0 
4c|' &. VI. || 3 26,1 0,02 n Natriumlactat 222 0,317 166 

+8 X 10-6 Insulin 
5 9, VI. 3 23.0 — 138 0,197 11,2. 1 Tag Hunger 
Sa; 9. VI. | 3 20,8  (Doppelbestimmung)|) 107 0,154 95 
5b) 9. VIL 3 18,7 0,02 n Natriumlactat) 207 0,296 20,7 
5c; 9. VI. 3 19.1 0,02n Natriumlactat 215 0,305 20.5 

+ 8 X 10-6 Ipsulin 
6 18, X11. 2 20’ 28.0 — 107 0.153 8.6 1 Tag Hunger 
6a 18. XII. 2 20 31,3 0,02 n Natriumlactat 212 0,304 15,2 
7 25. IX. 3 10.9 70 0,100 11,8 2Tage Hunger 
Ja 25. IX 3 14.6 0,01n Natriumlactat) 125 0,180 15,6 
ib) 25. IX. 3 13.6 0,02 n Alanin 112 0,160 15.0 
7c) 25. TX, 3 17.3 0,02 n Asparagin 104 0,149 11,0 
8 5 xX. 3 17,0 — 75 0,107 8,0 2Tage Hunger 
8aj' 5. X. || 3 23,4 0,01n Natriumlactat) 187 0.27 146 
Sb) &. X.ji 3 17,0 0,02 n Alanin 100 0,143 108 
8c! 5. X. | 3 16,0 0,02 n Asparagin 117 0,167 15,0 
9 | 14. XII. | 2 45 40,8 —_ 224 0,320 10,0 2Tage Hunger 
9a 14. XIT. 5 40,8 §0,02n Natriumlactat) 342 0,498 15,2 
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B. Kohlehydratbestimmungen. 
Vorher Nachher Kohle: Kohle- 
hydrat hydrat- 
oe a te anderung 
: - , , . . : bydrat- au in Proz. des 
Nr. ||Schnitt- Kobles Kohles Schnitte Kohles | Kohles ; 
|| gewicht hydrat hydrat gewicht heat hydrat cncoveng poe a 
bezogen = 
mg mg Proz. mg mg Proz. mg Proz Zunahme 
I 29.1 0560 1,92 25.7 0405 1575 —0063 —0245 — 30 
la 59 0,620 1,73 16.0 0370 231 - 0.079 0.49 [+ 60) 
lb — — — 27,1 0565 208 +0072 + 0,26 [+ 42} 
2 19.7 0315 1,60 26,2 0,127 | 049 —0,283  —1,10 130 
2a 319 048 1,57 242 0.230 095 —0.147 —0.63 — 
2b — —_ — 26.5 0435 1,65 + 0,020 +0075 [+ 7 
3 23,3 0,121 0,52 18,0 00313 017 —0,063 —0,35 = — 
3a 202 0103 051 14,2. 0,136 0,95 + 0,061 +043 [+ 45] 
— — — 19.1 0,234 122 +0134 +0,70 [+ 65] 
4 19.2 0,121 0,63 37,6 0.097 0.25 —0143 0.38 ois: 
4a — — — 31,7 0,102 032 —0098 —031 — 44 
4b _— — 27.0 0,354 131 + 0,184 + 0,68 [+ 50] 
4c _— _ — 26,1 0.379 1,45 + 0,214 t. 0,82 [+ 60) 
5 19.2 0315 1,64 23,0 0,132 | 055 —0,263 —1,14 — 144 
5a 25,7 046 1,79 20,8 0,123 059 —0,232 —1,10 — 160 
5b — — — 18.7 0,43 2.3 +0110 +059 [+ 41] 
be — —_ — 19.1 0635 331 + 0,309 1.61 [+ 108) 
6 34.6 0,90 2,59 28.0 0.073 2.59 —0065 —023 — 45 
6a 648 198 3,04 313 1,13 3.61 +0247 + 0,79 [+ 87] 
7 11.7 0,129 1,10 10.9 0014 013 —0116 —098 — 120 
7a — — — 146 0083 057 —0078 —053 — 46 
Ib — — _ 13.6 0.028 120 —0,122 —092 —_ 
Te — —_ —_— 17.3 0041 024 —0,150 0.87 — 110 
8 19.8 0,27 1,36 17.0 0,135 +080 —0,095 054 — 95 
8a 174 0,23 1,32 23.4 0,244 104 —0,069 0,30 30 
8b — _- _ 17,0 0,228 1,34 0 0 [0] 
8c — _— — 16.0 0.179 1,12 — 0,035 0,24 — 24 
9 60,7 043 0.72 — — — — _— a 
9a 529 041 O78 408 040 098 +0094 +023 [+ 20] 
Versuchen dieser Art, die in die Tabelle aufgenommen sind (Versuch 7 


und 8), schrankte das Natriumlactat selbst den Kohlehydratverbrauch 
nur stark ein, fiihrte aber nicht zur Synthese. In einem Versuche ver- 
hielten sich Alanin und Asparagin ebenso, waihrend in dem anderen 
ihre Wirkung nicht deutlich war. Die Versuche reichen daher nicht 
fiir eine bestimmte Entscheidung aus. 

Wie schon einleitend hervorgehoben, ist von verschiedenen Autoren 
die Synthese des Zuckers aus Milchsiure bei Durchstrémung der Warm- 
bliiterleber beobachtet worden. Doch wurden diese positiven Resultate 
nur an Lebern phlorrhizindiabetischer Hunde erzielt, aber nicht an 
Lebern, die lediglich durch Hunger glykogenarm gemacht waren. Dem- 
gegeniiber synthetisiert, wie die Tabelle zeigt, das Lebergewebe von 
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Hungerratten, das in lactathaltiger Ringerlésung suspendiert ist, sehr 
leicht Kohlehydrat. Das liegt vielleicht an der ausgiebigeren Zufuhr 
der Milchsaéure, vielleicht auch an vollkommenerer Sauerstoffsattigung. 
als sie bei Durchstrémung der iiberlebenden Leber erreicht werden. 
Auch in diesen Versuchen wurde mehrmals Insulin angewandt; in 
einzelnen Fallen schien die Kohlehydratsynthese geférdert zu werden, 
das Resultat war aber nicht konstant. 

In der Regel wurde die Atmung durch Lactatzusatz auf Qo, 15 bis 20 
gesteigert. Die geringeren Werte (z. B. Versuch | und 3 miissen vielleicht 
auf mangelhaftere Beschaffenheit der Gewebsschnitte bezogen werden. 

Auch hier wurden in einigen Versuchen Glykogen und niedere 
Kohlehydrate getrennt bestimmt. Doch habe ich diese Trennung in 
den Tabellen nicht durchgefiihrt, weil das dabei haufig beobachtete 
Resultat, daB der Glykogengehalt wahrend des Versuchs stark abnimmt, 
der Gehalt der niederen Kohlehydrate aber zunimmt, offenbar auf 
die spezielle Methodik der Gewebsschnitte bezogen werden mub und 
insofern nicht physiologisch ist. Es wiirde dies der von EF. J. Lesser’) 
beobachteten Hydrolyse des Glykogens bei Zerkleinerung der Kalt- 
bliiterleber entsprechen. 

b) Versuche in Serum. 

Schwerer ist es, aus dem Verhalten der Leberschnitte in Serum 
ein einheitliches Bild zu gewinnen. Da das Serum ja Zucker wie Milch- 
siure enthalt, scheint es von einer Reihe schwer kontrollierbarer Um- 
stande abzuhingen, ob die Spaltung oder Synthese tiberwiegt. In der 
Regel verschwand bei Lebern von Hungerratten in Serum Zucker, wenn 
auch nur etwa zur Halfte des Sauerstoffverbrauchs; bei Zugabe von 
Lactat, in Konzentrationen von n/50, wodurch der Milchsiuregehalt 
etwa verdreifacht wird, wurde in der Mehrzahl der Falle der Schwund 
verringert oder auch eine Synthese beobachtet. Auch in dieser An- 
ordnung schien Insulinzusatz die Synthese zu férdern. 

Die Atmungsmessung zeigt die groben Qo,.-Werte der Hunger- 
lebern in Serum. Durch Zusatz von milchsaurem Natrium wurden 
diese éfters noch weiter gesteigert, ebenso durch Insulinzusatz. 

SchlieBlich sei noch auf einen Punkt hingewiesen: Weder die 
Zunahme noch Abnahme des Kohlehydratgehalts sagt allein etwas 
Bestimmtes iiber den Kohlehydratumsatz aus. Dies geschieht erst 
durch Kombination mit den anderen Methoden. DaB die Kohlehydrat- 
zunahme aus der Milchsiure stammt, nicht aus Fett oder Eiweif, kann 
nur aus dem Schwund des Lactats sowie aus der Abhingigkeit der 
Kohlehydratsynthese von dem Zusatz der Milchsiure gefolgert werden. 
Fiir das Zwerchfell sind in. dieser Richtung besonders beweisend die 


1) Diese Zeitschr. 52, 471, 1913. 
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Tabelle 1X. 
Versuche mit Hungerlebern in Serum. 
A. Atmungsversuche. 
Ver Schnitt+ o 
. ht . O, P - 
Nr Datum — | Seucht Zusatze zum Serum ” 3 Qo, a am 
mg cmm mg 
” | Ratte 
l 2. VI.| 3 26,5 —— 240 0,345 | 16,6 2Tage Hunger 
la||22. VI.| 3 27,1 1 x 10-° Insulin 345 0495 23.5 
2 7.VII.| 3 18,6 — 213 0,305 | 19 1 Tag Hunger 
2a! 7.VII.| 3 23,2 0,02 n Natriumlactat 325) 0,460 | 23.2 1 , ‘ 
2bi| 7. VIL.| 3 17,2 0,02 n Natriumlactat 
+65» 10-*Insulin 326 0,465 31,0 
3 15. VII.|} 3 | 182 a 235 0,335 21,5 1 Tag Hunger 
3a/15.VII.| 3 | 17,0 0,02 n Natriumlactat 259 0,370 | 23.2 1 . J 
3b 15. VII.' 3 | 164 = 0,02 n Natriumlactat 
+5-»x 10-* Insulin 282 0404 285 1 . “7 
4 (15. VII.; 3 | 13,4 _- 190 0.274 24 1. 7 
4a 15.VII. 3 | 27,2 0,05 Proz. Glucose 309 044 190 1. ’ 
4b/15.V0. 3 175 005 ,. - 
+5 x 10-* Insulin 246 0,350 235 1 . , 
6 |21.VII.! 3 20.8 a 208 | 0,297 16,5 2Tage Hunger 
§a/21. VII. 3 30,0 0,02 n Natriumlactat 
+3 x 10-* Insulin 242 | 0,442 17.0 
5b! 21. VII; 3 26,0 0,02 n Natriumlactat | 239 0,385 17,0 
6 25. VII.| 3 224 0,02 n Natriumlactat 278 | 0,398 | 20,5 2Tage Hunger 
6a 25. VII.| 3 22,2 0,02 n Natriumlactat } 
+5 x 10-*Insulin 292/ 0418 216 
B. Kohlehydratbestimmungen. 
Vorher Zucker || Nachher Bes | Kohles  Kohles 
— — —— | in Vere ||-~—_— ~ rechnete| Kohle- hydrat- hydrat- 
Ne. |/Schmitt-| Kohles (Kohies|| teargs || Schnitt-| Kehie tee, | tydeat | Sateoung | indoveng 
I ’ 5 . . . Scnnitt+ . , ’ E 
: gewicht hydrat hydrat 9 || gewicht hydrat tar ies | inderung a a 
(1 ccm) fangs- Feucht- Ovy-Ver- 
mg mg  Proz mg mg mg gehalt | mg gewichts brauchs 
l 21,2 0,250 1,18 0,48 26,5 0,245 0,748 | — 0,503 190 | —155 
la} 31,2 0.315; 1,01) — 27,1 0,313 | 0,754 | — 0,441 100 | — & 
2 | 20,1 034 1,69 0,515 18,6 0,605! 0,805 |—0,200 —107 — 70 
2a 156 0,255 163 — 23,2 0,69 | 0,885 |—0,195 —085 — 45 
2b) — — _— a 17,2 1,02 | 0,785 | + 0,235 +136 [+ 54] 
3 165 0,216 131 0352 182 041 059 —018 —19 — 60 
3a) 21,8 0,310) 142 — 17,0 0,524) 0,583 |_—0,06 —035 — 17 
3b) — — — — 16,4 0,618 0,574 | + 0.044 + 0,265 [+ 12} 
4 | 162 0,225 139 081 13,4 0,75 | 0,993 i— 0,24 —184  — 9% 
4a 424 057 | 133 1,31 27,2 1,37 | 169 |—031 —114 — 70 
4b); — — — | 1,31 17,5 1,24 | 155 |—031 _—1,78 — 95 
5 22.0 0,495 2,25 0,665 208 1,09 1,135 |—0,045 —02 — 16 
Sai — — _ — 30,0 1,13 134 |—021 —0,72 — 50 
6b — — — — 260 104 125 |—021 —08I — 60 
6 19.0 0,15 0,78 0492 224 0,79 | 0,674 /4+ 0,116 +052 [+ 30) 
6a) 245 021 085, — 22,2 0,81 | 067 |+014 +063 [+ 35] 
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Versuche mit dialysiertem Serum, denn nur in diesem zuckerfreien 
Serum wird nach Zusatz von milchsaurem Natrium eine Synthese des 
Kohlehydrats beobachtet. 

Schwindet das Kohlehydrat bei der Atmung, so kann daraus 
allein nicht entschieden werden, ob es zu einem Teile zu Milchsiure 
gespalten oder oxydiert ist. Dies kann auch nicht in jedem Falle durch 
alleinigen Vergleich mit dem ,,scheinbaren respiratorischen Quotienten** 
der Atmung (y) geschehen. Ist dieser z. B. 0,95 und in der ent- 
sprechenden Anordnung Kohlehydrat zu drei Viertel des Sauerstoff- 
verbrauchs verschwunden, so kann drei Viertel der Oxydation durch 
Kohlehydrat, ein Viertel durch EiweiB bedingt sein. Es kann aber 
auch gar kein Kohlehydrat oxydiert sein, sondern allein Fett mit dem 
respiratorischen Quotienten 0,70. Wenn das hier verschwundene 
Kohlehydrat zu Milchsaure gespalten ist, so entspricht dies einer Ver- 
gréBerung von y um ein Drittel des Betrages, der fiir die Oxydation in 
Ansatz zu bringen ist (weil 1 Mol. Zucker durch Spaltung 2 Mol. CO,, 
durch Oxydation 6 Mol. CO, frei macht). In unserem Beispiel wiirde 
der Quotient um 0,25 zunehmen, also auch 0,95 betragen. Erst der 
Vergleich mit dem Verhalten des Bicarbonats oder der chemischen 
Bestimmung des Milchsiuregehalts gestattet eine Entscheidung. Da 
bei Hungerratten sowohl im Lebergewebe als in der Muskulatur in 
zuckerfreier Lésung in der Regel nur eine sehr geringfiigige Bicarbonat- 
abnahme (Qiu) = — 0,5), d.h. Milchsiurezunahme erfolgt, die in 
der obigen Rechnung 10 Proz. des Sauerstoffverbrauchs entspricht, so 
muB der gemessene Kohlehydratschwund mindestens tiberwiegend auf 
Oxydation bezogen werden. Dagegen kann bei mangelhafteren Gewebs- 
schnitten infolge teilweiser Anaerobiose eine starkere Milchsiure- 
bildung erfolgen. Dies diirfte die Ursache fiir die gelegentlich zu grobe 
Abnahme des Kohlehydratgehalts sein. Speziell in Serum ist in Sauer- 
stoff unter normalen Umstinden nur eine Bicarbonatzunahme nach- 
weisbar. Es verschwindet hier also kein Kohlehydrat durch Spaltung. 

Eine Reihe weiterer Versuche wurde mit der grauen Substanz 
des Rattenhirns gemacht. Das Rattengehirn enthilt, wie schon von 
Takahashi (unter Asher) gefunden wurde!), nur sehr wenig Glykogen, 
in der Hauptsache niedere Kohlehydrate. Ich fand ersteres bestatigt ; 
fiir die niederen Kohlehydrate erhielt ich erheblich héhere Werte, als 
von Takahashi angegeben, namlich etwa 0,4 Proz. (statt 0,03 bis 0,08). 
Das diirfte an der verschiedenen Verarbeitung liegen, denn die spontane 
Milchséurebildung setzt im Gehirn schon im Moment des Todes ein 
und verringert den Kohlehydratgehalt unmittelbar, wenn nicht be- 
sondere Kautelen ergriffen werden. In den ersten Versuchen glaubte 


1) Diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 
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ich festzustellen, daB bei Atmung in Ringerlésung Zusatz von Natrium- 
lactat eine Zunahme an Kohlehydrat bewirkt, doch haben spatere Versuche 
dies nicht bestatigt, so da} der Verbrauch an milchsaurem Natrium in 
der GréBe der Atmung lediglich auf Oxydation bezogen werden mul 
Aus diesem Grunde sei auf die Mitteilung der Versuche verzichtet!). 

Herrn Dr. Lohmann, Assistenten der Abteilung, danke ich fiir 
seine Unterweisung in der Ausfiihrung der chemischen Bestimmungen. 


Zusammenfassung. 


1. Im Zwerchfell von Hungerratten, die mehrere Stunden lang in 
reiner Ringerlésung atmen, deckt der Kohlehydratschwund héchstens 
die Halfte des Sauerstoffverbrauchs in der Ruhe. Dazu kommt noch 
ein Milchsiureschwund von etwa 15 Prez. der Atmung. Der Rest der 
Oxydation mu auf EiweiB und Fett bezogen werden. In Gegenwart 
von Lactat verschwindet Milchsiure, doch wird der Kohlehydrat- 
schwund hierdurch nur unbedeutend eingeschrankt, was vermutlich 
mit der Verletzung des Zwerchfellmuskels zusammenhangt. Bei Atmung 
des Zwerchfells in Serum steigt in der Regel der Kohlehydratverbrauch 
bei verhaltnismaBig kleinem Milchsiureschwund. Vermehrt man den 
Milchsiuregehalt des Serums, so wird der Kohlehydratverbrauch 
eingeschrankt, und es kann sogar bei Wegdialysierung des Serum- 
zuckers zu bilanzmaBig nachweisbarer Synthese von Kohlehydrat 
kommen. Der respiratorische Quotient, die AtmungsgréBe und der 
Kohlehydratverbrauch steigen in Serum bei Zusatz von Insulin. In 
diesem Falle kann der Kohlehydratschwund anniahernd mit dem 
Sauerstoffverbrauch korrespondieren, was durch erhéhte Oxydation 
des Zuckers erklart werden muf. 

2. In Leberschnitten von Hungerratten wird Milchsaiure unter 
Steigerung der Atmung in groBem Umfang zu Kohlehydrat synthetisiert, 
wihrend ohne Lactat ein Kohlehydratverbrauch stattfindet, der im 
allgemeinen etwa der Hilfte des Sauerstoffverbrauchs entspricht, 
manchmal allerdings erheblich gréBer ist. Dies letztere muB auf 
Milchsaurebildung zuriickgefiihrt werden. In Serum ist das gleiche 
Verhalten nachweisbar, doch ist wegen gleichzeitiger Anwesenheit 
von Zucker und Milchséure das Verhalten weniger regelmaBig. Ohne 
besonderen Lactatzusatz zum Serum deckt der Zuckerverbrauch hier 
etwa 50 bis 100 Proz. der Oxydation. Bei Vermehrung des Lactat- 
gehalts findet in der Mehrzahl der Falle eine Kohlehydratsynthese statt. 


1) Auf meine ersten Resultate ist der Hinweis von O. Meyerhof zuriick- 
zufiihren (Naturwissensch. 13, 983, 1925), daB auch im Gehirn Spaltung 
und Synthese des Kohlehydrats zeitlich getrennt werden kénnte. Diese 
Angabe ist daher nicht zutreffend. 














Uber Atmung und Kohlehydratumsatz tierischer Gewebe. 


Ill. Mitteilung: 


Uber den Unterschied von d- und 1-Milchsiure fiir Atmung und 
Kohlehydratsynthese im Organismus. 


Von 
0. Meyerhof und K. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 19. Mdrz 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Kenntnis des Reaktionsmechanismus, durch dey die Synthese 
der Milchsaure zu Zucker zustande kommt, hat es Interesse, zu wissen, 
ob dabei zwischen der bei den héheren Organismen allein vorkommenden 
d-Milchsaéure') und ihrem optischen Antipoden Unterschiede bestehen. 
Uber die Frage, ob 1-Milchsiure vom tierischen Organismus tiberhaupt 
zu Zucker synthetisiert werden kann, existiert, soviel uns bekannt, nur 
ein einziger Versuch, und zwar mit positivem Resultat. Dakin und 
Dudley?) fihrten einem phlorrhizindiabetischen Hund Natrium-|-Lactat 
mit der Schlundsonde ein und beobachteten daraufhin Erhéhung der 
Zuckerausscheidung. Diese stieg in sechsstiindigen Perioden bei Einfuhr 
von 12g 1-Milchséure von 14,21 auf 20,68 g. Unter Zugrundelegung 
der Konstanz fiir den Wert D/N (Zuckerausscheidung : Stickstoffaus- 
scheidung) berechnen die Autoren eine Bildung von etwa 9g Extra- 
glucose. Das Resultat, daB die 1-Milchsiure scheinbar ebensogut 
synthetisiert wird, wie die d-Milchsdure, spricht nach Ansicht der 
Autoren dafiir, daB bei der Synthese eine inaktive Zwischenstufe 
durchschritten wird, als welche sie Methylglyoxal annehmen. Doch 
erschien uns dieser eine Versuch nicht hinreichend zur Klarung der 
Frage, ob wirklich |- und d-Milchsaure in ihrem Verhalten im Organismus 


1) Die altere Bezeichnung der rechtsdrehenden Fleischmilchséure als 
d-Saéure wird hier beibehalten. 
2) Journ. of biol. Chem. 15, 143, 1913. 
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keine Unterschiede zeigen. Auch entscheidet das Schicksal im Gesamt- 
organismus natiirlich nicht dariiber, ob etwa die Fahigkeit zur Um. 
wandlung in Zucker auf bestimmte Organe beschrinkt ist. 


Neben dem Versuch von Dakin und Dudley wird in der Literatur 
noch Bezug genommen auf die alteren von Mandel und Lusk') iiber die 
Umwandlung von Milchséiure in Zucker beim  phlorrhizindiabetischen 
Hunde, die indes in der uns beschaéftigenden Frage keine Schliisse zulassen. 
In zwei Versuchen mit racemischem Lactat fanden die Autoren eine Stei- 
gerung der Zuckerbildung, die sie berechnen im ersten Falle von 54,27 g 
Basalausscheidung auf 64,46g, bei Zufuhr von 14,37g Milchséure, im 
zweiten Falle mit mehreren Versuchsperioden auf 3,3 und 4,35¢ Extra- 
zucker bei Zufuhr von 11 bzw. 10 g Milchséure. Diese Rechnungen basieren 
auf der Annahme idealer Konstanz von D/N = 3,65. Indessen schwanken 
in den Anfangsperioden ihrer eigenen Versuche ohne Zusatz die Quotienten 
ebenso wie bei Dakin und Dudley zwischen 3,5 und 3,9. Wiirde man etwa 
in Versuch | den im gleichen Experiment gefundenen Basalwert von 3,79 
zugrunde legen, so erhélt man nur 8g Extrazucker, also etwa die Halfte 
der zugefiihrten Milchséure. Ferner machten sie Versuche mit einem 
Préparat von d-Milchséure und fanden bei ahnlichen absoluten Zahlen 
nach ihrer Rechnung dreimal eine Ausscheidung von Zucker im Betrage 
von 50 bis 60 Proz. der eingefiihrten Milchséure; einmal bei Gesamt- 
ausscheidung von 27,4 ¢ in 9 Stunden und Zufuhr von 3.4 g d-Lactat eine 
Extraglucosemenge von 3,7 g¢ = 110 Proz. "s braucht nicht gesagt zu 
werden, daB der von ihnen in bedingter Form gezogene SchluB, daB eine 
vollsténdige Umwandlung der d-Milchséure in Zucker méglich ist, aus 
diesem einzigen Versuch nicht gefolgert werden kann. Bei geringster Ver- 
anderung des Basiswertes D/N innerhalb der beobachteten Schwankungen 
kann man eine 50 Proz. kleinere Extrazuckerausscheidung berechnen. 
Es ist ebenso unméglich, aus diesen Versuchen zu folgern, wie es geschehen 
ist, ¢aB hier die d-Milchséiure wegen vollkommener Umwandlung in 
Glucose nicht einer teilweisen Oxydatibn unterliegen kénnte, wie etwas 
dariiber auszusagen, ob die beiden aktiven Milchséuren in gleichem oder 
verschiedenem Umfang zu Zucker synthetisiert werden. 


DaB vom niederen Organismus, insbesondere Hefe, auch |-Milch- 
siure verbraucht werden kann, ergibt sich aus den Versuchen von 
Fiirth und seinen Schiilern, nach denen Géarungsmilchsaure durch 
sauerstoffgeschiittelte Hefe nahezu restlos umgesetzt wird. Hierbei 
wird ein gewisser Teil derselben als nicht hydrolysierbares Kohle- 
hydrat assimiliert?). 

Den Ersatz der d-Milchsiure durch ihren optischen Antipoden 
haben wir bei allen Vorgingen gepriift, die durch Anwesenheit des 
milchsauren Natriums beeinfluBt werden. Es sind dies, wie sich aus 
den bisherigen Arbeiten ergibt, AtmungsgréBe, Kohlehydratbilanz 
(Synthese), Bicarbonatinderung (Milchsiureschwund) bei Frosch- 


') Amer. Journ. of Physiol. 16, 129, 1906. 
2) Diese Zeitschr. 182, 165, 1922. 
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muskeln!), Siugetierleber?), AtmungsgréBe und Milchsiureschwund bei 
der Saugetierhirnsubstanz und -niere?), AtmungsgréBe beim Saugetier- 
muskel [Zwerchfell!)], AtmungsgréBe und C-Assimilation bei der Hefe*), 
schlieBlich auch EinfluB des Lactats auf die anaerobe Glykolyse des 
Gehirns. Es war dabei zu untersuchen, ob eine Differenz bei den ver- 
schiedenen Wirkungen der Milchsiure, etwa auf die AtmungsgriéBe 
und die Kohlehydratsynthese besteht oder eine solche bei den ver- 
schiedenen Organen. Die klarsten und am besten reproduzierbaren 
Resultate ergibt die manometrisch gemessene Bicarbonatvermehrung 
durch Schwund der Milchsaiure, besonders deshalb, weil die chemisch 
nachweisbare Kohlehydratsynthese sowie die Steigerung der Atmung 
in starkerem MaBe von den Versuchsbedingungen abhiangig sind. Weiter 
aber ist die Kohlehydratsynthese am leichtesten bei intakten Frosch- 
muskeln festzustellen, die Wirkung auf die Atmung am regelmabigsten 
in der grauen Hirnsubstanz, wo die Oxydation ohne Zucker und Lactat’ 
sehr rasch auf kleine Werte fillt, sowie ferner in der Niere, wo die 
Atmung am besten konstant ist. Andererseits ist die Steigerung der 
Atmung in der Leber zwar nicht so regelmaBig, aber haufig besonders 
groB. Relativ am schlechtesten reproduzierbar ist die Einwirkung des 
Lactats auf das Zwerchfell, wohl wegen der unausbleiblichen Ver- 
letzung des Muskels; die betreffenden Versuche sind hier nicht wieder- 
gegeben. | 

Als allgemeines Resultat ergibt sich in unseren Versuchen, daB 
zwar bei der Hefe zwischen dem Umsatz von |- und d-Lactat nur ein 
geringer Unterschied besteht, in den tierischen »weben dagegen 
diese Differenz sehr betrachtlich ist. Allerdings wird auch reines |-Lactat 
langsam oxydiert und in geringem MaBe synthetisiert. Die Geschwindig- 
keit dieses Umsatzes ist aber nur ein Bruchteil der von d-Lactat. Ent- 
sprechend ist auch die Wirkung auf die AtmungsgréBe gering und meist 
nicht mehr nachweisbar. Augenscheinlich ist der Unterschied der beiden 
Milchsiuren bei Siugetiergeweben noch gréBer als beim Froschmuskel. 


Ausfiihrung der Versuche. 
1. Herstellung des Prdparats. 

Als |-Milchsiure verwandten wir solche, die nach der Vorschrift 
von Irvine*) mittels Morphin hergestellt war. Fiir einen Teil der Ver- 
suche diente ein alteres, nach dieser Vorschrift von Herrn Professor 
Neuberg zu anderen Zwecken angefertigtes und uns freundlichst tiber- 


1) O. Meyerhoj, K. Lohmann, R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 
2) O. Meyerho{, K. Lohmann, ebendaselbst 171, 381, 1926. 

3) O. Meyerhof, ebendaselbst 162, 43, 1925. 

*) Journ. chem. soc. 89, 935, 1906. 


9Q* 
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lassenes Praparat von kristallisiertem Zinklactat [Zn (C, H;O,). + 2H, 0}, 
dessen spezifische Drehung = + 6,04° in 4proz. Lésung sich auch nach 
mehrfachem Umkristallisieren aus heiBem Wasser nicht anderte. Die 
Differenz gegeniiber der bei dieser Konzentration zu erwartenden 
spezifischen Drehung von + 7,5° mubte bei der im iibrigen reinen 
Substanz auf einen Gehalt an racemischem Lactat von etwa 20 Proz. 
bezogen werden. Nach dem Ausfall der damit angestellten Versuche 
erschien es erwiinscht, die Versuche mit |-Lactat zu wiederholen, das 
vollstandig frei von seinem Antipoden war. Wir stellten daher selbst 
mittels einer gréBeren Menge Morphin, die uns von den Schering-Werken 
iiberlassen wurde, Zink-l-Lactat her, das innerhalb der MeBfehler die 
aus der Literatur zu erwartende spezifische Drehung ergab’). Das 
Priparat wurde in folgender Weise hergestellt : 


Die benutzte Milchsiure (Kahlbaum) wird mit der zehnfachen Menge 
Wasser 6 Stunden am RiickfluBkiihler zur Zerstérung des Anhydrids 
gekocht, die heiBe Lésung mit Morphin neutralisiert und filtriert. Die 
sich beim Abkiihlen ausscheidenden Kristalle von Morphin-l-Lactat werden 
nacheinander mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Beim Einengen 
der Mutterlauge auf etwa die Halfte scheidet sich eine zweite Fraktion 
ab. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus 50proz. Alkohol wird das 
Morphinsalz in Wasser gelést und mit Ammoniak zersetzt, das N H,-Salz 
in das Calciumsalz durch Kochen mit Ca(OH), iiberfiihrt, dieses mit der 
aquivalenten Menge Oxalsiure gefallt, die Lésung mit Tierkohle gekocht 
und filtriert. Nach dem Einengen, das nicht zu weit getrieben werden darf, 
um gréBere Verluste an Milchséure und die Bildung rechtsdrehender An- 
hydride zu vermeiden, wird die Lésung in Alkohol-Ather (1 : 1) aufgenommen, 
filtriert und nach Verdampfen des Lésungsmittels mit frisch gefalltem, 
gut ausgewaschenera Zinkcarbonat, das aus analysenreinen Substanzen 
hergestellt ist, eine Stunde auf dem Wasserbade erwarmt. Die Fraktionen 
von Zink-l-Lactat werden bei 38° an der Luft getrocknet und auf Drehung, 
Wasser- und Zinkgehalt gepriift. 

Fiir die spezifische Drehung des kristallisierten Zinklactats bestehen 
in dem Konzentrationsgebiet von 5 bis 7 Proz. eine Reihe gut iiberein- 
stimmender Messungen, die fiir die beiden spiegelbildlichen Salze ein 
{a}? = + 6,83 ergeben. Dies diirfte, zumal die Herstellung auf ganz ver- 
schiedenen Wegen erfolgte, der zuverlissigste Wert sein. 

Es geben an Hoppe-Seyler und Araki?): 

fir 6,73 gew.-proz. Lésung Zink-d-Lactat (d-Milch- [a}} 
siure aus frischem Fleischextrakt) . . . — 6,84 
» 5,89 gew.-proz. Lésung Zink-d-Lactat (d-Milch- 
sdure aus frischem Fleischextrakt) . . . — 6,83 


1) Herrn Pref. Neuberg sind wir fiir das erstgenannte Praparat, Herrn 
Prof. Schéller in Firma Schering-Werke auf Aktien fiir die Herstellung 
eines anderen ahnlichen Praparats 1-Lactat sowie die Uberlassung einer 
gréBeren Menge Morphins zu Dank verpflichtet. 

2) Zeitschr. f. phys. Chem. 20, 371. 
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Purdie"): 
. e ° . > ) 
fiir Zink-d-Lactat 7,47 proz. (fraktionierte Kristalli- [a D 
sation von racemischem Zinkammoniumilactat) . 6,83 
» Zink-l-Lactat 7,48 proz. (Strychninmethode und 
fraktionierte Kristallisation). ......... + 6,81 
Irvine: 
fiir Zink-l-Lactat: c = 5,6 Proz. (Morphinmethode). + 6,84 
» Zink-d-Lactat: c= 7,1 ,, - . —6,83 


Die alteren Angaben von Wislicenus*) und Schardinger*), die teils 
eine etwas niedrigere, teils hGhere Drehung verzeichnen, erscheinen weniger 
zuverlassig. 

Bei Verdiinnung der Lésung steigt die spezifische Drehung ziemlich 
rasch und betragt fiir 4,18 Proz. nach Hoppe-Seyler und Araki + 7,55°, 
nach Phelps und Palmer*) fiir 3,5 Proz. wasserfreies Salz = 4,0 Proz. 


kristallisiertes Salz + 7,7° (fiir 6,93 Proz. wasserfreies d-Salz — 6,50°) 
nach Jungfleisch und Godchot fiir 2,5 Proz. wasserfreies d-Lactat — 8,0°5). 


Unser eigenes Zinksalz (+ 2H,O) ergab bei einer Konzentration 
c = 6,00 Proz. im 2-dm-Rohr eine Drehung im Spektralbezirk der D-Linie 
von +0,811°, [ap? = +6,75°, bei c = 3,00 Proz., Drehung + 0,487°, 
[ayy = + 81°. 

Die Abweichungen von den Werten der anderen Autoren liegen inner- 
halb der MeBgenauigkeit. Eine weitere Probe auf Reinheit bietet die Be- 
stimmung des Wassergehalts, da das aktive Salz mit zwei Wasser 
(= 12,88 Proz.), das racemische mit drei Wasser (= 18,18) kristallisiert. 
Wahrend dementsprechend das andere Praparat einen Wassergehalt des 
lufttrockenen Salzes von 13,7 Proz. ergab, fanden wir bei dem von uns 
hergestellten Salze 


lufttrocken (1 Tag bei 38°) ... . . 42,86mg 
4 Stunden bei 115° getrocknet . . . . 37,34 
Differenz. . . . 3,52 mg 12,88 Proz. 
Bestimmung des Zinkgehalts als ZnO: 
kristallisierte Substanz. . . ... . . 26,06me¢ 
nach dem Gliihen... . . 4,57 ,. = 29,08 Pros. 


(berechnet 29,04 Proz.). 

Zum Umsatz in Natriumlactat wird das Zinksalz mit einem geringen 
Uberschu8 von Natriumcarbonat einige Zeit auf dem Wasserbade digeriert, 
filtriert, mit n HCl etwas iiberneutralisiert, zur Vertreibung des CO, 
einige Zeit erwirmt und, nachdem es genau mit Lackmus auf den Neutral- 
punkt eingestellt ist, in einem Me8kolben auf eine Konzentration von 
etwa n/5 bzw. n/10 verdiinnt. Der Gehalt der Lésung an Milchsaure wird 
nach Fiirth und Charnas in der iiblichen Weise bestimmt. 


Bei den folgenden Versuchen wird das von Herrn Professor Neuberg 
bezogene Salz mit I, unser eigenes mit IT bezeichnet ; alle entscheidenden 
Versuche werden mit dem letzteren wiederholt. 


1) Journ. chem. soc. 63, 1143. 

*) Liebigs Ann. 167, 332. 

*) Winters Monatshefte 11, 551. 

*) Journ. Amer. chem. Soc. 39, 136. 1917. 
5) C. r. 140, 719. 
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Zum Vergleich wird die Wirkung der d-Milchsiure trotz des dariibe: 
bereits vorliegenden, in den angefiihrten Arbeiten enthaltenen Versuchs- 
materials in jedem einzelnen Falle unter gleichen Umstinden gepriift 
Fiir einen Teil der Versuche diente uns reines d-Lactat, das von Herrn 
Professor O. Warburg!) aus Carcinomgewebe dargestellt war und von 
dem uns eine Probe iiberlassen wurde. Da jedoch das d-Lactat mit 
dem racemischen Salze in seinem biologischen Verhalten iiberein- 
stimmte, benutzten wir wegen Mangels an Substanz spiter neutralisierte 
Kahlbaumsche Girungsmilchsiure. Das Carcinompriparat (reines 
d-Lactat) wird im folgenden mit C, die Garungsmilchsiure (d-l-Lactat) 
mit G bezeichnet ; in den Tabellenképfen wird sie auch als d-Milchsaure 
angefiihrt, da der |-Anteil die Wirkung nicht beeinfluBt. 


2. Versuche mit Hefe. 

Wie friiher gezeigt, steigert Garungsmilchsaure die Atmung von 
in Salzlésung aufgeschwemmter PreBhefe etwa um das Achtfache. 
Bei Vergleich von d-Lactat (aus Carcinom) und |-Lactat I ergab sich 
ein zwar deutlicher, aber geringfiigiger Unterschied, indem die Atmungs- 
gréBe bei gleicher Konzentration mit dem ersteren etwa 15 Proz. gréBer 
ist. Die Assimilation des Lactats wurde auf zwei Wegen gemessen, 
einmal durch das Sauerstoffdefizit, das bei vollstandigem Umsatz 
gegeniiber dem berechneten Sauerstoffverbrauch sich ergab, sowie aus 
der Zunahme der Trockensubstanz der Hefe. Beide fiir kurze Zeit- 
raume verhaltnismaBig ungenauen Methoden ergaben keine wesent- 
lichen Differenzen zwischen beiden Salzen. Der Verlauf der Atmungs- 
gréBe bei solchem vollstandigen Umsatz ist auf Kurve I dargestellt 
und in der Tabelle I eine Uhersicht iiber die gemessenen Atmungs- 


gréBen gegeben. 








Tabelle I. 
Steigerung der Hefeatmung durch d- und 1-Milchséure. 

= s Benutztes 2 - 5 - e ot : 

35 PY = Praparat a s 7 I s= £§3 

xs N <e = me? Cn = es * BE 22% 

' 2 £ | = = os xe eo ad S 53+ 
Nei 82 3 | $38 S32 668 48 6&8 38 82- 
Se 3 | S88 |. ats a | OS es SE at ee ES 

72 s & bLactat deLactat & =? rt, = Ss 2 

ne an - 1 > 7 7 Proz. 


1 20° 2 0028 #4 C | 221) 205/98 | 172 | 78 | 16 

2 20 130° 00075 I C | 305 186 6,05 150 50 19 

3 20 25 0002 I ( 340214 | 6S] | 5B | OS 

4 2 2 0,01 I C | 139 980/70 850 61 | 13 
G 78 

5 28 40 0005 ITI G 405 316/78 280 70 I 


') Diese Zeitschr. 160, 307, 1925. 
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Die Assimilation eines Teiles der Milchsiure ergibt sich aus den 
folgenden Bestimmungen: 
Versuch 1 (s. auch Abb. 1). Zu je 1,5 cem Hefesuspension in Atmungs- 
glischen werden nach SchluB der Hahne 0,5cem Lactat (etwa n/100 
0,45 mg) eingekippt. Versuchstemperatur 20°. Bei totaler Oxydation 
des Lactats erwartet fiir den genauen Milchséuregehalt des d-Salzes (Pra- 


140. —-——+ $$ $$ $< —_—_—___—— 

e r | a 

| | _ ape 

i = 8 | 
Via Triactat | 

| x 


250+ f 
250}—++—4 7, T } + 


300 








Zo" 

20a 77 F 7 ; é 7A ‘ 

Abb. 1. 
Sauerstoffverbrauch von Hefe in Phosphatlésung ohne Zusatz, mit 
d-Lactat und i-Lactat (n/400). 
Bei dem Zeitpunkt 0 wird das Lactat in die Hefesuspension eingekippt 
Nach etwa 3!/, Stunden ist die Atmungsgréfe auf die der Kontrolle 
gesunken, d.h. in beiden Fallen das Lactat vollstandig verbraucht 


parat C) 37lcmm O,, des ]-Salzes (Priparat I) 328cmm O,; dazu der 
Sauerstoffverbrauch der milchséurefreien Kontrolle. Nach etwa 4 Stunden 
sinkt der Sauerstoffverbrauch in beiden Lactatversuchen auf die Geschwin- 
digkeit der Kontrolle. In 7 Stunden gemessen: 

a) ohne Lactat 74cmm O,; 

b) mit Lactat 336 cmm O,; UberschuB 262 cmm O, statt 371 cmm O,; 
synthetisiert Lactat entsprechend 109cmm O, oder 0,15 mg Zucker; 

c) mit l-Lactat 321 emm O,; Uberschu8 247 cmm O, statt 328 cmm O,; 
synthetisiert Lactat entsprechend 81 cmm O, oder 0,12 mg Zucker. 


Versuch 2. Trockengewicht von je 2ccm Hefesuspension (28°): 


a) vor der Atmung. . 6,77 mg 
b) nach zweistiindiger Duane dem Bebe bei 
28° (139cmm QO,) ... . : i ae 0,08 mg 
c) mit n/100 d-Lactat (980 cmm O,) . . > eo ee en 
d) mit n/100 1-Lactat (850cmm O,) . .. . 7,35 ,, + 0,58 
Versuch 3. Trockengewicht: 
a) vor der Atmung. . j@ & os Sie 
b) nach vierstiindiger Atmung ‘bei 28° mit 
n/100 d-Lactat (920cmm O,).... . 4,74 ,, + 0,71 mg 


c) mit n/100 |-Lactat (865cmm O,) ... . 4,95 ,, + 0,92 ,, 
d) mit 0,015essigsaurem Natrium(1020cmmO,) 4,85 ,, + 0,82 ,, 
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Versuch 3 zeigt auch die C-Assimilation aus essigsaurem Natrium, 
die bisher noch nicht direkt nachgewiesen wurde. Auf die Unter- 
schiede in der Trockengewichtszunahme in den einzelnen Lactat- 
versuchen darf kein groBes Gewicht gelegt werden; die Versuche sind 
nicht sehr genau wegen der Schwierigkeit, die geringen Hefemengen 
von der salzhaltigen Suspensionslésung vor dem Trocknen _ voll- 
stindig zu befreien, ohne mit destilliertem Wasser Stoffe aus der 
Hefe auszulaugen und an der GefaBwand haftende Hefezellen zu 


verlieren. 


3. Versuche mit Froschmuskeln. 


Bei Suspension isolierter Froschmuskeln in milchsaurehaltiger 
Ringerlésung steigt die AtmungsgréBe betrachtlich, wobei die in der 
Lésung befindliche Milchsiure vom Muskel zu Glykogen synthetisiert 
wird!). Bei Sartorien betriagt diese Steigerung 70 bis 180 Proz. Die 
Synthese des Kohlehydrats steht mit der Atmungssteigerung in der 
durch den Oxydationsquotienten gegebenen quantitativen Beziehung: 
Es wird etwa viermal so viel Milchsiiure zu Kohlehydrat synthetisiert, 
als durch den Mehrverbrauch an Sauerstoff hatte verbrannt werden 
kénnen. Die Genauigkeit der Methode wird etwas dadurch beein- 
trichtigt, daB symmetrische Muskeln oft nicht genau gleich stark atmen 
und da in der Anfangszeit der Versuche, etwa 2 Stunden, die Atmungs- 
gréBe gegeniiber dem spiiteren Ruhewert oft betrachtlich erhéht 
ist. Zur Berechnung kommen nur solche Versuche in Betracht, bei 
denen in der Hauptperiode die Kontrollmuskeln bei 20° eine normale 
AtmungsgréBe zwischen 24 und 40cmm O, pro Gramm und Stunde 
besitzen. 

Unsere jetzigen Versuche wurden ausschlieBlich mit Sartorien 
von Temporarien angestellt. Wegen der kleinen Kohlehydratmenge 
bedienten wir uns der Hagedorn-J ensen-Zuckerbestimmung. Da nach 
friiheren Erfahrungen der Gehalt an niederen Kohlehydraten sich 
wenig andert, wurde allein das Glykogen bestimmt. Die Versuche 
wurden nur 5 bis 6 Stunden fortgesetzt. Die Kohlehydratsynthese ist 
dann im Vergleich zu den Kontrollmuskeln nicht sehr groB, kann aber 
doch deutlich gemessen werden. Als weitere Methode kommt auch 
hier die Bestimmung des Milchséureschwunds durch Bicarbonatzunahme 
in Betracht. Fir die Atmungsmessungen wurden in jeder Serie vier 
Bestimmungen angesetzt, wobei die symmetrischen Muskeln des einen 
Frosches fiir den Vergleich mit und ohne d-Lactat, die des anderen 


1) O. Meyerhojf, K. Lohmann, R. Meier, diese Zeitschr. 157, 45%. 
speziell S. 466, 1925. 
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fiir den Vergleich mit und ohne |-Lactat dienten. In einigen Fallen 
wurde direkt d- und |-Lactat an symmetrischen Muskeln verglichen. 
xelegentlich wurden hier die Musculi semitendinosi zur Kontrollatmung 
benutzt. Das Ergebnis der Versuche ist, da auch |-Lactat in meb- 
barem Umfang verbraucht und zu Kohlehydrat synthetisiert wird, 
jedoch mit einer Geschwindigkeit, die nur héchstens ein Viertel der- 
jenigen von d-Lactat betragt. Die Atmungssteigerung ist unter diesen 
Umstanden so klein, daB sie oft schon in die Fehlerbreite fallt; sie 
entspricht aber im allgemeinen dem Milchsaureschwund und der Kohle- 
hydratsynthese, so daB also der Oxydationsquotient von normaler 
GréBenordnung ist. Entscheidend sind auch hier nur die Versuche mit 
|-Lactat I], immerhin nimmt die Wirkung des Lactats so stark mit 
sinkender Konzentration ab, daB das unreine Priparat | ein sehr ahn- 
liches Resultat gab. Die Froschmuskeln wurden fiir die Atmungs- 
messung in Ringer-Phosphat (p,, 7,4) im Verhaltnis 20: 1 suspendiert. 
Bei der Berechnung der AtmungsgréBe pro Gramm Feuchtgewicht und 
Stunde wurde die Anfangszeit wegen der Atmungssteigerung vernach- 
lassigt. 

Die Bicarbonatzunahme wiihrend der Atmung wurde, wie in 
den Versuchen der voranstehenden Arbeiten, in Sauerstoff mit 
5 proz. CO, gemessen unter Zusatz von etwas Bicarbonat zur 
Ringerlésung. Der Bicarbonatanfangsgehalt wurde' an den sym- 
metrischen Muskeln ermittelt. 


Tabelle 11. 


Atmungssteigerung mit d- und 1-Milcehsaure. 





Sates bee Lactatzusatz emm Oy, prog u. Std 2s 2s 

ai es es 

Nr. Datum ec Praparate 2 % - Ss SS 

, i 336 ———— es ies | =8 | Be | Be 

Zah! Gewicht = | « ; 43 es | es 78 8 

8 “* a) = Proz Proz 

l 30. XI. 2 036 0,02 C 36,5 86 - 135 | — 

la 30. XI. 2 0,36 0,02 I 35 — | 362 - 5 
2 3. ITI. 1 0,191 0,02 G 26,5 64 — 140 

2a 3. ITI. 1 0,210 0,02 Il 24,7 - 30,1 _ 20 

8. IIT. 1 0,175 0,02 G 33.5 59 _- 755 — 

3a 88. TIL. ] 0,131 0,02 ll 34 = 405 | — 15 

4 10. 111. l 0,165 0,02 Il 34 _ 36,2 — 7 


on 


20 4 — 


5 10. 111, 1 ~- 0,02 G Il — 73, 
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Tab We Ill. 
Bicarbonatzunahme ( Milchséureschwund) bei der Muskelatmung mit 
d- und 1]-Milchsaéure. 
: Bicarbonat- 
Sartorien Lactatzusatz a Bicarbonat- zunahme 
; 3 - zunahme pro g und Std.*) 
Nr. Datum péc Praparate é x mit mit mit mit 
Zahl |Gewicht| = x > deLace | IeLace d-Lacs | IsLac- 
ssf d tat | tat tat tat 
g “* Stdn. cmm | cmm cmm = cmm 
] 10. XTT. 2 032 0013) G 4 128 a= 100 | — 
la 2 029 0,013 I 4 — 34 -—- 29 
2 5. I 1 0,185 0,02 G 6 695 — — 
2a l 0,185 0,02 I 6 — 298 oo 27 
oa. See 2 0345 001 G 5 200 — 116 ~- 
3a 2 0,365 0,01 I 5 — 175 os 41 
4 27. Ii.) 1 | 0,19 0,01 G 41), 66,7 — 3% — 
4a 2 0,344 0,02 I] 4), 445° — —_ 29 


der Zahlen der letzten Spalte durc 


*) Entsprechend dem bisherigen Brauch sind alle Berechnungen bei Froschmuskeln auf das 
Feuchtgewicht (g) bezogen, dagegen bei Rattengeweben auf das Trockengewicht (mg). Bei Division 


Bei der Ausfiihrung der Glykogenbestimmungen in 


B 
h 200 erhalt man den on 


«Wert der anderen Tabellen. 


Sartorien 


folgten wir den in der voranstehenden Arbeit I gemachten Angaben. 
Die Ringerlésung, die als glykogenfrei angesehen werden darf, wurde 
nicht mit verarbeitet. Zu jedem Versuch diente nur ein einziger Sartorius. 


Tabelle IV. 


Kohlehydratsynthese mit d- und ]-Milchsiure bei der Atmung 
von Froschmuskeln. 


A. Versuchsdaten. 





oe Datum 
1 2 
la 5 I 
2 ee ? 
2a! 5 I. 
3 3. Il 
3a 3. ITT. 
4 3. IU. 
4a 3. III 
5 10.111 


Lactatzusatz 
Sartorien- 
gewicht Molare 
Konzens Praparat 
s tration 
0,185 — — 
0,185 0,02 d (G) 
0,185 —_ — 
0,185 0,02 1 (1) 
0,191 ~- — 
0,191 0.02 d (G) 
0,21 _ _ 
021 002 1 (IT) 
0,15 0,02  d(G) 
015 0,02 1 (IT) 


Ver. 
suchs- 
zeit 


Stdn. 


6 
6 


oun on a 


- 


O2 


29 
72 
28,6 
37,3 
63,5 
23,2 


Glykogen Glykogen 


* nachher nachher 
mg mg Proz. 
—- 1,67 0,91 
~- 1,79 0,97 
— | 058 | 032 
— 0,64 0,35 
0,0415 1,97 1,03 
0.103 229 1,19 
0,041 2,09 0,99 
0,0534 2,16 1,03 
0,091 1,80 1,20 
0,033 1,63 1,085 
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B. Berechnung der Versuche. 








d-Lactat |-Lactat 
Oy he, ~~ in,  synthese = Ow ~tukns ~— Synthese = 
Nr. Mehr. — ay berechnet #3. Menrs Glykor | Glykor jerechnet 3 ae 
Lat am. suleione (einschl. ES vers oultien © zunahme {¢inschl Bes 
brauch Oxydat.) < = brauch . Oxydat.) Z SF 
mg mg Proz. mg =| mg mg Proz mg  F 
la — 012 0,06 —_ |— — _— , — 
Sai — aa iin = oe sims 0,06 0,03 —i|— 
3a_ 0,061 0,32 0,16 0,375 62 -- -- ~- — + 
4a — — — 0012) 007 0,04 0,08 (7) 


5a’ 0,058 | 0,17 0.115 0,224 4,1 ~— -- -— — — 


4. Versuche mit Sdugetierleber. 

Noch ausgesprochener sind die Differenzen zwischen |]- und d-Lactat 
bei Saugetiergeweben. Zwar lassen sich auch hier Anhaltspunkte dafiir 
gewinnen, daf |-Milchsiure in geringem Mae verbraucht wird. Der 
Umsatz ist aber so klein, daB speziell bei der Leber mit reinem |-Lactat 
eine die Fehlergrenzen tiberschreitende Steigerung der Atmung sowie 
ein durch Bicarbonatzunahme zu messender Milchsiureschwund und 
schlieBlich eine Kohlehydratsynthese nicht mehr mit Sicherheit fest- 
gestellt werden kénnen. Immerhin ist eine Wirkung insofern zu beob- 
achten, daB der Kohlehydratverlust in Gegenwart von 1|-Milchsiure 
kleiner ist als ohne Zusatz, so daB also wohl eine geringe Synthese in 
vivo méglich ist. Bei Benutzung des unreinen Priparats I war natiirlich 
der Unterschied nicht so groB, aber auch hier war eine die Fehler- 
grenzen tiberschreitende Erhéhung der Atmung nicht zu beobachten. 





Tabelle V. 
Atmungsgréfe des Lebergewebes von Hungerratten. 
Lactatzusatz Vo: 
N I M P t be 
r Jatum olare rapara suchs- mit 

Kense- seit _ 0,1 proz d eel tlt = t 

tration d I Sueets | Glacese | OOOO | “tects 
I 2.X11. 001 Cc J 2h 10,8 108 17.9 10.0 
2 3. X11. 0,015 Cc I 2 oe 13,4 18.4 12.8 
3 4.XII. 0,012 Cc I 1 30’ — 9.6 22,.9*) 9,35*) 
4 J14.XIT. 002 ( I l 11,2 11,1 17,0 12.9 
5 2. ILL) 0015 G Il 1 8.0 _— 16,8 TS 
LF) 5. Ill. 0,015 G Il 2 9,2 — 17,35 10.2 


*) Mit Glucosezusatz. 


Wahrend noch in dem Priparat I, das 10 Proz. d-Lactat enthielt, 
éfters ein Milchsiureverbrauch bestimmt werden konnte, war dies mit 
Praparat Il nicht mehr der Fall. Vielmehr nahm hier stets der 
Bicarbonatgehalt der Lésung geringfiigig ab. Es war also keine Milch- 
siure verschwunden, sondern noch etwas hinzu gebildet worden, wie 
in lactatfreier Ringerlésung (Tab. V1). 
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Tabelle V1. 


Bicarbonatéinderung (Milchséiureumsatz) mit d- und |-Lactat bei Lebern 
von Hungerratten. 





ail Lactatzusatz psd Schnitt- Blessbo- ny 
Nr. Datum Molare Praparat zeit gewicht anderung re a 

re d l Stdn. mg cum d-Lactat |-Lactat 
1 3.XIL 0014 I 2 | 522 |+ 7 | 0.67 
la 3.XII. 0,014 Cc 2 4.94 + 25 i 2.55 —_— 
2 |2 IIL. | 0,016 II 3 55 — 7) — 04 
2a 2. III. 0,015 G 3 8,0 + 7,7/|4+ 088 — 
3 4 ITl. 0,015 II 3 6.9 — 6 —_— — O03 
4 |5. IIl.' 0,015 IT 2 5,1 — 66 — —O07 
4a 5. IIL. — G 2 3,9 +158 + 2,00 _- 


Das gleiche zeigt die chemische Kohlehydratbestimmung (Tab. VII). 
Im Gegensatz zu dem racemischen Lactat bleibt mit reinem |-Lactat (II) 
eine Kohlehydratsynthese aus, oder es erfolgt eine geringe Abnahme ; 
allerdings ist diese weniger groB wie mit lactatfreier Lésung. Die An- 
stellung und Berechnung der Versuche geschah wie in der voranstehenden 


Arbeit von Takane. 
Tabelle VII. 
Kohlehyvdratbilanz des Lebergewebes mit d- und 1|-Lactat. 


A. Kohlehydratbestimmung und Atmung. 





Lactatzusatz | » 62 : Kohlehydrat 
Ver. - Feucht- oO. ="3 3 = | Bestion Koble+||—__—_ 
Nr. Datum suchss Molare pi gewicht 7 | ages mung bydrat)| other Mach’ 
zeit Konzen- YE her 
tration parat mg cmm S82 mg || Proz. | Proz. 
1 14, X17. 60,7 vorher 0,43 0,72 
la 52.9 tf 041 0,78 
lb 2h45’ 002 dG 408 2 15.2 ‘nachher 0,40 0,98 
le 0,02 Il11I1 60,4 391 11.7 et 0,38 0,63 
2 18. XII. 34.6 vorher 0.90 2,59 
2a 64,8 “ 198 3,04 
2b 2 20 — — 28.0 107 8,2 nachher 0,73 2.59 
2c 002 dG 313 212 14.5 Hh 113 3.61 
2d 0.02 II 49.4 238 10,4 . 145 2.90 
3 1. IIT. 45.5 vorher 0,217 0,48 
3a 34,2 - 0,167 0,49 
3b 3 — | 250 156 10,4 nachher 0,098 0,39 
3e 015 dG 34,5 258 12.5 a 0,211 0,61 
3d O15 LIL 443 216 8,2 , (0,224 0.505 
4 4. IIT. 36,4 vorher 0,264 0,73 
4a 43,7 ” 0,336 || 0,77 
4b 3 — 27,4 | 163 10,0 nachher 0,178 0,65 
4c 015 dG 42.0 | 325 13,0 - 0,66 1,57 
4d 015 ITT 32,4 |203,5 110 a 0,217 0.675 
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B. Berechnung der Versuche. 








Ohne Zusatz deLactat |-Lactat 
Sahel |  (|@ake| Sele 
Kohles | Kohle« E=C4 Kohlee Kohlee § “O48 Kohles Kohlee EUS 4 
Nr.| hydrate hydrate SE $2 hydrate hydrate S292 hydrate hydrate SES 2 
anderung anderung 4 eve anderung anderung| = ECE anderung anderung 4 evs 
4:3 S233 ae 
mg Proz. eS? mg Proz. | 2°57 mg Proz PEF 
l — — om +0,094 +023) +20 —0,073 —0,12 14 
2 -0,064 -023 —45 +0,247 + 0,79) +86 +0,040 + 0,08 12 
3 -0,026 -0105 —12 +0041 +0138 +37 +0,009 +002 + 3 


4 -0,027 -610 —12 +0,344,4+ 082, +78 —0,024 —0075' — 9 


5. Versuche mit Nierengewebe. 

Bei den iibrigen Saugetiergeweben beschrinkten wir uns auf die 
Messung der AtmungsgréBe und der Bicarbonatainderung. Am Nieren- 
gewebe ergibt sich mit dem reinen |-Lactatpriparat eine geringe, aber 
deutliche Steigerung der Atmung und jedenfalls auch in einem Versuch 
eine kleine Bicarbonatzunahme, wenn auch erheblich schwicher als 
mit Garungsmilchsaure. 

Tabelle VIII. 
AtmungsgréBe des Nierengewebes mit d- und |-Lactat. 





Lactatzusatz —— {Vos 
Nr. Datum Molare Praparat — ohne mit mit mit 
a d I Min Zusatz Glucose d-Lactat | |-Lactat 
1 /5.XII 0014 G 1 | so | - 183 | 204 226 
2/1. I. 0015 G m | 90 | 1923| — | 286 24's 
3 2. ITT. 0,015 G Ir || 60 20,4 195 | 365 214 


Tabelle 1X. 
Bicarbonaténderung (Milchséureschwund) im Nierengewebe mit d- und 





]-Lactat. 
Lactatzusatz Ver Schain, Bicarbos ee 
. —- a : > ewicht nat- ; 
Nr, | Datum "Molare | Praparate | "uate | Teucht anderong nie | mi 
Soutien d I mg comm d-Lactat |-Lactat 
] 2.11%. 0,015 G | | 80’ | 218 + 41,7) + 7,2 
la 2.111. 0,015 II | 80 | 23 |— 4) —06 
| 
2 6.111. 0,012 G | | 2b 48 +24 44,05 
2a 6.11I. 0,012 | ma 2 15,7 + 7,3 + 1] 


6. Versuche mit der grauen Hirnsubstanz. 


Das Verhalten der Atmung der grauen Hirnsubstanz ist fiir die 
hier behandelte Frage besonders beweisend, weil die Atmung der Rinden- 
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substanz ohne jeden Zusatz im Laufe von 2 Stunden stark abfallt, 
wiihrend sie mit Glucose oder milchsaurem Natrium fiir etwa 2 Stunden 
fast konstant ist. Eine Reihe von Atmungskurven der grauen Hirn- 
substanz ist in der Arbeit von R. O. Loebel') angegeben. Zum Vergleich 
ist auf Abb.2 der Atmungsverlauf in Gegenwart von d,l-Lactat 
(Garungsmilchsiure) und reinem |]-Lactat (Priiparat Il) dargestellt, 
sowie ohne Zusatz und mit Glucose. Man sieht, daB die Atmung mit 





49 a 
36} 
32} 
28 
24} 
20} 
16} 
12} 

| 
&} 
4} 















= 30’ 60’ 90’ 120" 50" 
Abb. 2. 


AtmungsgréSe der grauen Hirnsubstanz (cmm pro mg Trockengewicht) 
in Ringerlésung mit Zusatzen. 


l|-Lactat ebenso abfillt wie in reiner Ringerlésung, wahrend sie mit 
Garungsmilchsaiure mindestens ebenso groB, in den hier wiedergegebenen 
Versuchen: zufallig noch gréBer ist als mit Glucose. Dieses Resultat 
wurde mehrfach erhalten, bei dem unreinen Priparat I jedoch nur bei 
niedrigeren Konzentrationen. Ebenso ist auch ein Milchséureschwund 
in der grauen Hirnsubstanz, meBbar an der Zunahme des Bicarbonats, 
mit dem reinen |-Lactat nicht mehr nachweisbar. Fiir die Versuche an 
Hirnsubstanz wurden ernihrte Ratten verwandt. 


Tabelle X. 


AtmungsgréB8e der grauen Hirnsubstanz. 








Lactatzusatz Voz 
, ar - — ——— Ver. — “ ——_———_ 

Nr. Yatum Molare Tapara suchss | 

, a ohne mit mit |; mit 

——_ d 1 set Zusatz Glucose  d-Lactat | |-Lactat 

1 12. IT. 0,01 G I 2h 3,25 -- 119 53 
la 12. II.|) 0,002 G I 2 3,25 - 7.2 3,1 
2 2.111. | 0,02 G II l 63 10,0 13,3 40 
3 5. IIT. || 0,02 G Il 2h30’ 6,2 10,4 14.9 55 


1) Diese Zeitschr. 161, 219, 1925. 
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Tabelle XI. 


Bicarbonatanderung (Milchséureschwund) in der grauen Hirnsubstanz mit 
d- und |-Lactat. 





, B 
Lactatzusatz Vers Schaites Bicarbo. Cay 
Nr. || Datum “Mol suchs* | gewicht de = 
Pe Praperet = a mit mit 
tration d 1 Min. mg cmm Lactat |-Lactat 
1 |2.XIT. 0,01 Cc 90 4,98 | + 28 38 
2 |6. Ill 0,012 G 9%) 260 |+ 81) +21 
2a\6. Ill. 0,012 II 90 2,79 — 32 — 0,75 


Abweichend von dem bisherigen verhalt sich allein die Beeinflussung 
der anaeroben Glykolyse durch Lactat: Diese sinkt nimlich auch bei 
Zusatz von reiner |-Milchsiure ebenso wie mit d-Milchsiure auf die 
Halfte gegeniiber Traubenzucker-Ringerlésung. Bei dieser Beein- 
flussung der Glykolyse handelt es sich also offenbar nicht um einen 
ProzeB, der mit der physiologischen Rolle der Milchsiure zusammen- 
hangt. 

Beispiel (8. Marz 1926). 


Anaerobe Glykolyse pro 1 Stunde. 


QN2) es Se ee ee a ea ee ay Sa a SRD 
QIN) me GGrees. Gietet . 66 ee wet che ss RS 
Q Ne) mit 0,2 Proz. Glucose + 0,02n d,l-Lactat .... +44 
QwN2) mit 0,2 Proz. Glucose + 0,02n l-Lactat. . . . . +3,6 


ZusammengefaBt ergibt sich, daB insbesondere beim Warmbliiter 
zwar in einzelnen Geweben ein geringfiigiger Umsatz der |-Milchsiure 
beobachtet werden kann, der Unterschied der Geschwindigkeit ist 
aber gegeniiber der d-Milchsaiure auBerordentlich betriachtlich, so dab 
auch hier wie in anderen Fillen die starke Bevorzugung der im Stoff- 
wechsel vorkommenden aktiven Form gegeniiber ihrem optischen 
Antipoden gewahrt ist. Bei der Hefe dagegen ist der Unterschied 
auBerst geringfiigig und vielleicht auch beim Froschmuskel nicht ganz 
so groB wie beim Warmbliiter. 














Die Beeinflussung der Harnausscheidung 
des normalen Organismus durch Insulin. 


Von 
J. A. Collazo und Minko Dobreff. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingeaangen am 7. Marz 1926.) 


In einer friiheren vorliufigen Mitteilung (1) berichteten wir iiber 
Beobachtungen auf die Harnausscheidung nach intravenéser Insulin- 
injektion, die wir im akuten Versuch am Hunde angestellt hatten. 
Diese ersten Orientierungsversuche gaben nicht ganz eindeutige Re- 
sultate. Um ungiinstige Nebenwirkungen auf den normalen Mechanismus 
der Urinausscheidung, die in solchen Fallen durch die Narkose hervor- 
gerufen werden kénnen, auszuschalten, haben wir weitere Versuche 
angestellt, bei denen die Wirkung des Insulins auf die Harnausscheidung 
durch die Nieren unter méglichst physiologischen Verhaltnissen studiert 
wurde. Wir stellten Insulinversuche an Hunden mit permanenter 
Harnblasenfistel an. Bei dieser zweiten Versuchsserie bekamen wir 
bei geniigender Insulindosierung eine deutliche, wenn auch rasch voriiber- 
gehende Steigerung der Diurese. 

Der diabetische Organismus verliert mit der Zeit — wie wir wissen — 
allmaéhlich sein Wasserbindungsvermégen. Es gelingt aber, wie dies die 
klinischen Beobachtungen wiederholt gezeigt haben, durch eine entsprechende 
Insulinbehandlung, diesen verainderten Wasserhaushalt zu regulieren, und 
so kommt es durch Wasserretention zu einer starken Kérpergewichts- 
zunahme. Gigon und Staub (2) sowie auch Pollak (3) fanden, da8 die zur 
Ausscheidung gelangende Wassermenge bei mit Insulin behandelten 
Diabetikern stark absinkt. Diese wasserretinierende Insulmwirkung zeigt 
sich sogar oft (l. c., Pollak) bei Dosen, die sich als nicht geniigend, um die 
Glykosurie zu beeinflussen, erwiesen hatten. Nach Gigon (1. c.) sieht man 
aber oft nach dem Aufhéren mit der Insulintherapie eine Polyurie auf- 
treten. Vollmer und Serebrijnski (4) berichten iiber Versuche iiber den 
Einflu8 des Insulins auf den Wassersalzhaushalt des nicht diabetischen 
Organismus. Sie fanden bei normalen niichternen Kaninchen nach sub- 
kutaner bzw. intramuskulérer Insulinapplikation eine Hyperchloramie 
und Hydramie. Sie fanden weiter die Wirkung des Insulins im Volhard- 
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schen Wasserversuch als stark antidiuretisch. In der spaiter erschienenen 
Arbeit von KAlissiuins (5) wird die Wirkung des Insulins auf die Diurese 
vollkommen geleugnet. Collazo und Hdndel (6) untersuchten die Insulin- 
wirkung auf die Diurese bei einem gesunden Hund. Das spezifische Gewicht 
des Harns bei ihren Versuchen sank — wenn auch nicht betriachtlich — 
an den Tagen, an welchen Insulin gespritzt wurde, wahrend die Urin- 
ausscheidung ganz wenig oder gar nicht anstieg. Es wurde zuletzt von 
Drabkin, Pagen Edwards (7) bei narkotisierten normalen Hunden eine 
deutliche Zunahme der Diurese nach Insulinapplikation beobachtet. 


Wie wir sehen, ist die Frage nach der Beeinflussung der Nieren- 
taitigkeit durch Insulin immer noch nicht endgiiltig gelést. Die vor- 
liegenden experimentellen Untersuchungen stellen einen Beitrag 
hierzu dar. 

Methodisches. 


Die akuten Versuche stellten wir an Hunden an, an denen unter 
Narkose nach Laparotomie und Einlegen einer Glaskapillare in den Ductus 
pancreaticus — es sollte auch gleichzeitig damals der EinfluB des Insulins 
auf die éuBere Sekretion des Pankreas untersucht werden — durch einen 
zweiten Bauchschnitt die Harnblase frei praipariert wurde; an ihrem unteren 
Pol wurde durch Schnitt und Beutelnaht eine Glasréhre befestigt. So 
konnte der durch die beiden Ureteren einstrémende Urin, statt sich in der 
Blase zu sammeln, direkt durch das Glasrohr in einem Gefaé8 gesammelt 
werden. 

Das bei diesen akuten Versuchen gebrauchte Insulin (Casimir Funk) 
wurde in die frei praparierte Vena femoralis dextra injiziert. 

Die zweite Serie von Versuchen wurde an Hunden mit permanenter 
Harnblasenfistel nach Borodenko [iiber Technik siehe auch bei Dobreff (8)] 
ausgefiihrt. Die Versuchstiere bekamen immer ein und dasselbe Futter. 
Damit jede digestive Nachwirkung ganz ausgeschaltet werde, wurden die 
Versuchshunde immer 15 bis 18 Stunden vor den Versuchen niichtern 
gehalten. Wie das Futter, so war auch die den Hunden taglich gegebene 
Wassermenge stets dieselbe. Es wurde dafiir gesorgt, daB die Hunde 
wahrend der Versuche sich im Gestell ruhig verhielten; auf diese Weise 
wurde eine depressive Beeinflussung der psychischen Aufregung der Nieren- 
tatigkeit — wie das Untersuchungen Dobreffs (9) gezeigt haben — vermieden. 
Bei dieser letzten Serie von Versuchen wurde den Harnblasenfistelhunden 
nur einmal am Tage Insulin injiziert und die Harnabsonderung nach der 
Injektion mit der vor der Injektion verglichen. Das bei diesen Versuchen 
gebrauchte Insulin (,,Tetewop“) wurde intravenéds am Bein appliziert. 
Es wurde bei allen unseren Versuchen, ausgenommen zwei Versuche, bei 
denen auch die Zuckerprobe (Nylander) gemacht wurde, nur auf das Quantum 
des ausgeschiedenen Urins geachtet. 


Experimenteller Teil. 


A. Akute Versuche. Die Versuche wurden an zwei Hunden angestellt. 
Gleichzeitig mit den Beobachtungen auf die Harnausscheidung bei diesen 
Hunden wurden auch solche auf die auBere Sekretion des Pankreas an- 
gestellt [Collazo und Dobreff(10)]. Bei dem ersten dieser Hunde wurde 
zweimal Insulin appliziert. Nach der ersten Insulininjektion wurde nur 
die Pankreassekretion verfolgt. Die erst kurz vor der zweiten Insulin- 
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‘njektion (= 9 Kanincheneinheiten) unter Beohachtung gestellte Harn- 
ausscheidung blieb nach der Injektion etwa 1 Stunde unverandert. Erst 
dann stellte sich eine geringe Steigerung der Diurese ein. 

Bei dem zweiten Hunde wurden in einem Zeitintervall von etwa 
6 Stunden drei Versuche nacheinander angestellt. In den letzten Stunden 
des Versuchs wurde dem Hunde kein Ather mehr gegeben, weil er sich auch 
ohnedies in tiefer Narkose befand. Es stellte sich nach der ersten und zweiten 
Insulininjektion (je 6 Kanincheneinheiten) gar keine Steigerung der Diurese 
ein (vielleicht ungeniigende Insulindosis). Erst etwa 1 Stunde nach der 
dritten Injektion (10 Kanincheneinheiten) kam es zu einer sehr leichten 
Erhéhung der Diurese. 


Tabelle I. 24. September 1924. Hund 1, 2, etwa 10kg. Akuter Versuch. 
Wirkung der intravenésen Jnsulininjektion auf die normale Urinausscheidung. 








Ausgeschiedene Urin- Ausgeschiedene Urin- 
Zeit menge in in ccm Zeit menge in com 
in je 15 Min. ‘| im je 30 Min. in je 15 Min. in je 30 Min. 
12h55’' — 9 Kan.-Einheiten Jnsulin 2b30’— 2645’ 0,6 lay 
(in 1 ccm) intravendés (V. femoralis 2 45—3 00 0,5 os 
dextra). 3 00—3 15 08 113 
Zwischen 12h55’ und 2h00’ wurdedie| 345-332 Qe | 

; ; = , » 
Harnausscheidung nicht beobachtet. 3 45—4 00 28 5,2 
2h00’— 2h15’ 0,6 4 00—4 15 14 ‘ 
2 15—2 30 o7 (| 8 4 15—4 30 os | 2 
4 30—4 45 13 18 

2h30’ — 9 Kan.-Einheiten Insulin 4 45—5 00 0,5 ’ 
(in 1 cem) intravends (V. femoralis 5 00—5 15 1,7 \ 97 
dextra). , 5 15—5 30 10 ifs 


Tabelle II. {. Oktober 1924. Hund 2, 2, etwa 11 kg. Akuter Versuch. Wir- 
kung der intravenésen Jnsulininjektion auf die normale Urinausscheidung. 








Ausgeschiedene Urin- Ausgeschiedene Urin- 
Zeit menge in ccm Zeit menge in ccm 
in je 5 Min, | in je 15 Min. || in je 5 Min, | in je 15 Min. 
1b15’— 1h20’ 10 | l 2h30’ — 6 Kan.-Einheiten Jnsulin 
1 20—1 2 1,0 2,9 (in 1 eem dest. Wassers) intravendés 
1 25—1 30 0.9 | (V. femoralis dextra). 
1b30’ — 6 Kan.-Einheiten Insulin 2h30’— 2h35’ 0.1 
(in lcem dest, Wassers) intravends 2 35—2 40 04 0.7 
(V. femoralis dextra). 2 40 —2 45 02 
1h30’— 135’ 0.4 l 2 45—2 50 08 | 
1 35—1 40 05 11 2 50—2 55 02 11 
1 40—1 45 o2 | 2 55—3 00 o1 | 
1 45—1 50 0,3 3 00—3 05 0.2 
1 50—1 55 0,2 . Oa 3 05—3 10 0.3 05 
1 55—2 00 06 | 3 10—3 15 0.0 
2 00 —2 05 05 | 3 15—3 20 06 ) 
2 05—2 10 0,7 18 3 20—3 25 0,0 0.6 
2 10—2 15 o6 | 3 25—3 30 oo f 
2 15—2 2 03) 3 30—3 35 03 | 
2 20—2 25 0.3 0,9 3 35—3 40 0,2 0.6 
2 25—2 30 03 | 3 40—3 45 or | 
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Tabelle Il (Fortsetzung), 








Ausgeschiedene Urin- Ausgeschiedene Urin- 
Zeit menge in com Zeit menge in com 
in je 5 Min. | in je 15 Min. in je 5 Min. | in je 15 Min 
3h45’— 3h50’ 05 5h05'— 5h10' Os | 
3 50—3 55 03 | 1,1 5 10—5 15 03 + | 
3 55—4 00 0.3 5 15—5 20 04 | 
4 00—4 05 03 | 5 20—5 25 0,5 
4 05 —4 10 0,3 0.9 5 25—5 30 | 0,2 13 
410~ 415 03 || 5 30—5 35 0.6 
4 15—4 20 04 || 5 35—5 40 03 | 
4 20—4 25 04 11 5 40—5 45 o2 || 12 
4 25—4 30 03 | 5 45—5 50 o7 | 
4 30—4 35 03 | 5 50—5 55 08 
4 35—4 40 0:3 1,0 5 55—6 00 06 2.0 
4 40—4 45 oe || 6 00 —6 05 06 | 
4 45—4 50 0,3 6 05—6 10 0,7 | 
. ; : 6 10—6 15 0,7 23 
4b50’ — 10 Kan.-Einheiten Insulin 6 15—6 20 0.9 | 
(in 5 cem dest. Wassers) intravends 6 20—6 25 05 | 
(V. femoralis dextra). 6 25 —6 30 0,8 2,1 
6 30—6 35 os | 
4 50—4 55 03 | 6 35—6 40 06 | 
4 55—5 00 0.4 1,0 6 40—6 45 08 2.2 
5 00—5 05 03 | 6 45—6 50 os | 


B. Chronische Versuche. Auch hier wurden an zwei Hunden Versuche 
angestellt. An dem ersten von diesen beiden Harnblasenfistelhunden 
wurden zwei Versuche angestelit. Es wurden bei diesen Versuchen die 
nach der intravenésen Insulininjektion in 15-Minutenintervallen registrierte 
Urinausscheidung mit der bei normalen Verhaltnissen vor der Injektion 
ausgeschiedenen Urinmenge verglichen. AuBer der Registrierung der Urin- 
menge wurde ‘bei diesen zwei Versuchen auch die qualitative Zuckerbe- 
stimmung bei jeder 15-Minutenprobe gemacht. Bei diesen Versuchen 
wurden je 20 neue Einheiten (,,Tetewop“) Insulin injiziert. Zwischen dem 
ersten und zweiten Versuch war eine Pause von zwei Tagen, in denen mit 
dem Hund keine Versuche angestellt wurden; so wurde eine gelegentliche 
Nachwirkung des Insulins ausgeschaltet Der Versuchshund war vor, 
wahrend und nach dem Versuch ganz gesund. 


Tabelle 111. 


15. Dezember 1924. Harnblasenfistelhund 1, 2, etwa 13kg. Verhalten 
der normalen Urinausscheidung nach Applizierung von Insulin. 





Ausgeschiedene Ausgeschiedene 
—_ l rinmenge in ccm Zucker —_ Urinmenge iN COM Zucker 
in j in je _ in je in je probe 
15 Min. ® Min, 15Min. 30 Min 
10b30’— 10b45' 2.6 — |11b15'— 1130) 06 | 5, 
1045—1100 48 |) 2, — |11 30—11 46) 48 ; 
110O—1115 27 || ” — |1145—1200 18 


11h15’— 1 cem Insulin ,Tetewop“ 
(— 20 neue Einh.) intravenés am Bein. ~ a — = 7 





| 
12 0O0O— 12 15) 24 | 
| 
| 
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Tabelle III (Fortsetzung). 








Ausgeschiedene Ausgeschiedene 
—_ L oe in ccm Zucker _ oe = ccm Zucker 

15 in. 30 Min. 15 Min. 30 Min. 
12h45’— 1b00’ 44 | — | 2h15'—2h30’ |) 290 | — 
100—115 | 65 |j | ~— | 2a0—245 | 164 | M4) — 
115—130 || 36 |) 9, | — | 245—300] 62 |) 4, | — 
130—145 | 93 I “i — | 3e0—3 16 | si" Tt — 
145—200 | 194 } 462 — | 315-330] 29 ) 6, — 
2 00—2 15 26,8 - — |330—345]) 34 | * _ 

Tabelle§l > 


18. Dezember 1924. Harnblasenfistelhund 1, 9, etwa 13kg. Verhalten 
der normalen Urinausscheidung nach Applizierung von Insulin. 








Beary Sap : Ausgeschiedene 
‘ rinmenge in ccm Z skers 7 rinmenge in ccm Z ok 7 
“ ates) | CO™ ap | mp) Probe 
15 Min. BW Min. 15 Min. 30 Min. 
10h45’— 11h00’ 44 — 12h30’—12h45' 48 91 
1] 0O—11 15 6.0 110 — 2 45— 1 00 43 ? — 
1l 15—11 30 5.0 ’ — 1 0O0O— 1 15 49 | 147 a 
11 30—11 45) 79 165 | — | 115—130) 98 fo — 
ll 45—12 00) 86 ’ — |130—145 109 os | — 
o—_ ] ) _— 
12h00’ — 1 cem Insulin ,Tetewop* 1 = 2 = oe 
(= 20 neue Einh.) intravends am Bein.| 9 15 9 99 314 | 89) 
12h00’— 12h15' 4,7) \ — | 230—245! 188 om 
215—1230 42 |; 89 _ | 945300 121 ss ol ee 
3 00O— 3 15 8.7 _— 


Nachdem bei diesen Versuchen etwa 2 Stunden nach der Insulin- 
injektion keine Verainderung der Harnausscheidung eingetreten war, stellte 
sich ein plétzlicher Anstieg derselben ein (s. Tabelle III und IV). Diese 
Steigerung der Urinabsonderung dauerte bei den beiden Versuchen 1 4% Stun- 
den. Dann ging die Urinausscheidung wieder auf die normale Héhe zuriick. 
Die Urinausscheidung erfuhr im ersten Versuch (Tabelle III) in ihrem 
Héhepunkt eine Steigerung von etwa 1000 Proz. im Vergleich mit dem 
durchschnittlichen Wert der vorherigen normalen Harnabsonderung. Bei 
dem zweiten Versuch erreichte diese Steigerung nur etwa 600 Proz. 
(Tabelle IV). Die vor und nach der Injektion angestellten Zuckerproben 
in 15-Minutenperioden erwiesen sich bei beiden Versuchen negativ. 

Am zweiten Hunde mit permanenter Harnblasenfistel wurden drei 
Versuche angestellt. Zwischen dem ersten und zweiten Versuch war eine 
Pause von 2 Tagen, dagegen war zwischen dem zweiten und dritten Versuch 
keine Pause. Bei diesen Versuchen wurde nur auf die ausgeschiedenen 
Urinmengen geachtet. 
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Tabelle V. 29. August 1925. 
(operiert am 14. August 1925). 


Harnblasenfistelhund 2, 2, etwa 10 kg 
Verhalten der normalen Urinausscheidung 
nach Applizierung von Insulin. 








Ausgeschiedene Urin- 
Zeit f — oS Zeit 

in je 15 Min. | in je 30 Min. 
12h45’— 1h00' 27 89 2b15'— 2h30’ 
1 0O—1 15 6,2 ” 2 30—2 45 
1 15—1 30 5.5 95 2 45—3 00 
1 30—1 45 40 y 3 00—3 15 
1h45’' — 0,5 ccm Insulin ,Tetewop* 4 156—3 30 
“be ~ - : dete 3 30—3 45 
(= 10 neue Einheiten) intravends 3 45—4 00 
am linken Bein. 4 00—4 15 
1h45’— 2h00’ 1,2 1 99 4 15—4 30 
2 00—2 15 17 aw 4 30—4 45 
4 45—5 00 

Tabelle VI. 2. September 1925. Harnblasenfistelhund 


Ausgeschiedene | rine 
menge in ccm 


in je 15 Min. | in je # Min. 


+ } 23 
Hy 3,0 
is || 
13 | 38 
ee | 18 
12 


2, 2 etwa 10kg. 


Verhalten der normalen Urinausscheidung nach Applizierung von Jnsulin. 





Ausgeschiedene Urin- 


Zeit menge in ccm 
in je 15 Min ‘in je 30 Min. 
12b30'—12h45’ 8.4 
12 45— 1 00 72 15,6 
100— 115 3.5 | 
1 15— 1 30 oiyb* 


1530’ — 1,0 ccm Insulin , Tetewop* 
(= 20 neue Einheiten) intravends 
am linken Bein. 


1h30’— 1b45'° 8 20 





1 45— 2 00 19 jj 39 

2 00— 2 15 ee 

2 15— 2 30 29 |j * 
Tabelle VII. 3. September 1925. 


Zeit 
2h30’— 2b45' 
2 45—3 00 
3 00O—3 15 
3 15—3 30 
3 30—3 45 
3 45—4 00 
4 00O—4 15 
4 15—4 30 
4 30—4 45 
4 45—5 00 
5 00—5 15 


Ausgeschiedene Urin- 
menge in ccm 


in je 15 Min. in je 30 Min 


27 |} 88 
sa || 84 
‘an } 15,9 
173 || 385 
* } 13,2 
33 


Harnblasenfistelhund 2, 2 etwa 10 kg. 


Verhalten der normalen Urinausscheidung nach Applizierung von Insulin. 





Ausgeschiedene Urin- 


Zeit menge in ccm 
in je 15 Min. | in je 30 Min. 
1h45’— 2h00’ 8.5 ) 
2 00—2 15 105 { '%° 
2 15—2 30 7.0 10.2 
2 30—2 45 3,2 - 


2b45' — 1,0 cem Insulin ,Tetewop* 
(= 20 neue Einheiten) intravendés 
am linken Bein. 





2b45'— 3h00’ 13 | 95 
3 00—3 15 1,2 | : 
3 15—3 30 15 ) 27 
3 30—3 45 1,2 | ’ 
3 45—4 00 10 } 18 
4 00—4 15 oO8 | ’ 








Zeit 
4h15’— 4b30' 
4 30—4 45 
4 45—5 00 
5 0O0O—5 15 
5 15—5 30 
5 30—5 45 
5 45— 6 00 
6 00O—6 15 
6 15—6 30 
6 30—6 45 
6 45—7 00 
7 00O—7 15 


Ausgeschiedene ( rin- 
menge in com 


in je 15 Min. in je # Min. 


18 | 
2,0 | 
4.0 
3.8 
40 
10,1 
8.5 
6,3 
45 
3.0 
05 
1,9 
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Bei dem ersten Versuch wurden nur 10 neue Einheiten Insulin (,,Tete- 
wop") appliziert (s. Tabelle V). Hier kam es zu keiner Verinderung der 
Urinausscheidung (ungeniigende Insulindosis!). Erst bei dem zweiten 
Versuch (20 neue Einheiten Insulin ,,Tetewop‘) stelite sich die 
voriibergehende Steigerung der Urinausscheidung ein (s. Tabelle VI). 
Nur bei dem dritten Versuch, bei dem auch 20 neue E:mheiten Insulin 
(,,Tetewop“) appliziert wurden, war die oben beobachtete Steigerung der 
Harnabsonderung nicht ganz so stark ausgesprochen (s. Tabelle VII). 


Zusammenfassung. 
Bei unseren akuten Versuchen stellte sich nach der intravenésen 
Insulinapplizierung eine fakultative Steigerung der Harnabsonderung ein. 
Bei Hunden mit permanenter Harnblasenfistel kam es nach ge- 
niigender Dosierung von Insulin (intravenés) zu einer voriibergehenden 
starken Erhéhung der Harnabsonderung. 
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Zur Frage der Fraktionierung der Serumproteine. 


I. Mitteilung: 
Die Elektrodialyse. 


Von 


G. Ettiseh und W. Beck. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm - Institut fiir Physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. Marz 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Gewinnung der Proteine des Blutserums geschah im wesent- 
lichen friiher durch stufenweises Ausfillen mit Hilfe von gewissen 
Salzen. Im Jahre 1903 wurde die Elektrodialyse (abgekiirzt: E. D.) 
durch H.W. Morse und G. W. Pierce’) eingefiihrt und dann namentlich 
von Ch. Dhéré?) und Pauli im besonderen auf die Anwendung bei der 
Darstellung der Serumproteine durchgearbeitet. 

Zu Anfang erfolgte die E. D. zwischen zwei Pergamentmembranen, 
und dieses Verfahren ist auch gegenwartig noch bei manchen Forschern 
im Gebrauch, wobei durch geeignete Aba&nderungen der eine oder andere 
zutage tretende Ubelstand iiberwunden oder umgangen wird. An die 
Ergebnisse von Bethe und Toropoff*) ankniipfend, haben dann Ruppel 
und Mitarbeiter‘) eine etwas weiter abweichende Membrankombination 
angegeben, die sich in praktischer Beziehung groiter Wertschatzung erfreut, 
da mit ihr nach den — in der Tat zutreffenden —- Angaben Ruppels ein 
Maximum von Globulinen darstellbar ist. 

Bei der starken Unkenntnis, mit der man den Proteinkérpern in 
vielen Richtungen gegeniibersteht, war die Frage nach dem zeitlichen 
Verlauf und den Bedingungen ihrer Herstellung von besonderer Be- 
deutung®). Nicht nur konnte der ausgefallene Eiwei8kérper durch 
den betreffenden Eingriff an sich aus einem gewissen inneren Zusammen- 
hang gelést sein und damit nur noch einen Teil eines dereinstigen 


') Zeitechr. f. physikal. Chem. 45, 606, 1903. 

*) In Gemeinschaft mit Gorgolewski, C. r. 160, 993, 1910. 

3) Zeitschr. f. physikal. Chem. 88, 686, 1914; 89, 597, 1915. 

‘) Ber. d. Deutsch, Pharm. Ges. 80, 314, 1920; sowie Zeitschr. f. Hyg. 97. 

5) Diese Arbeit wurde im Auszuge veréffentlicht in der Deutsch. med. 
Wochenschr., Heft 47, 1925. 
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Ganzen darstellen, es war auch méglich, daB er, selbst ein Gemisch, 
den Bruchteil eines etwaigen gréBeren Gemisches darstellt. 

Bei Ruppel finden wir auch die ersten Angaben iiber den Verlauf 
der E. D. Doch sind seine Angaben zu spirlich, um als Grundlage fiir 
eine Vorstellung iiber den Mechanismus der Fraktionierung dienen 
zu kénnen. Weiterhin ist als wesentlicher Versuch, den Vorgang der 
E. D. im _ weitesten allgemeinen Sinne klarzustellen, die Arbeit von 
Freundlich und Farmer Loeb*) zu nennen. In den theoretischen Aus- 
einandersetzungen wird auf diese Arbeit noch einmal zuriickzukommen 
sein. Die vorliegenden Untersuchungen setzen sich zur Aufgabe, den 
Mechanismus der Eiweiffraktionierung besonders mit Hilfe der E. D. 
aufzuklaren. 


Wir benutzten bei unseren Untersuchungen jenes oben erwahnte 
Ruppelsche System. In einer Steinzeugzelle werden durch zwei eingefiigte 
Membranen drei Riume abgegrenzt. In den Mittelraum bringt man das 
Serum, in die beiden Seitenréume die Elektroden. Als Anode diente ein 
Platinnetz, als Kathode ein solehes aus Messing. Nach dieser Seite wurde 
der Mittelraum von einer Pergamentmembran abgeschlossen, nach der 
Anodenseite durch eine Wollmembran, auf die eine Chromgelatinemasse 
verstrichen?) und die dann langere Zeit dem Tageslicht ausgesetzt worden 
war. Die Membran wurde vor dem Gebrauch griindlich ausgewaschen. 
Die Elektroden befanden sich auBerhalb der Mittelzelle. Durch die Elek- 
trodenriume flo8 dauernd ein Strom destillierten Wassers. In der Mittel- 
zelle betatigte sich dauernd ein elektrisch betriebener Riihrer. 

Rinderserum wurde 24 Stunden nach der Entnahme des Blutes in 
einer Verdiinnung von einem Drittel (Wasser) in der oben angegebenen Appa- 
ratur der E. D. unterworfen, nach dem vorher sein p,-Wert elektrometrisch 
(mit der H,- bzw. Chinhydronelektrode) bestimmt worden war. War diese 
Apparatur vollsténdig mit destiliertem Wasser erfiillt, so zeigte ein in 
den Stromkreis eingeschlossenes Prazisionsinstrument eine Stromstarke 
von 4 bis 6mA, bei einer Potentialdifferenz von 120 Volt. Durch einen 
Regulierwiderstand wurde verhiitet, daB beim Beschicken der Mittelzelle 
mit dem Serum die Stromstarke iiber 1,5 Amp. stieg. Ohne diesen Wider- 
stand ergab das System — Serum in der Mittelkammer — eine anfangliche 
Stromstarke von etwa 15 Amp. Die Anderung der Stromstarke wird in 
demjenigen Bereiche staéndig beobachtet, in dem sie ohne jeden zugesetzten 
Widerstand 1,5 Amp. betragt. Sodann werden, wie schon erwahnt, die im 
Vordergrund des Interesses stebenden, ausgefallenen EiweiBmengen be- 
stimmt. Nach der Mikrokjeldahlmethode wurde der Stickstoffgehalt einer 
jeweilig entnommenen Serumprobe nach Zentrifugieren (10 Minuten bei 
3000 Touren in groBer Zentrifuge) bestimmt und in bekannter Weise auf 
Eiwei8 umgerechnet. Jede Probe wurde sodann auch der p,-Bestimmung 
unterworfen. 


1) Diese Zeitschr. 150, 522, 1924. 

®) Diese Masse setzt sich nach Ruppel und Mitarbeitern wie folgt zu- 
sammen: 10g Gelatine, 3g (NH,),Cr,O;, 5g Glycerin in 100 ccm destil- 
lierten Wassers hei8 gelést und dreimal aufgetragen (zitiert nach R. Stern, 
diese Zeitschr. 144, 115, 1923). 
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Die Versuche wurden auf zwei verschiedene Arten angestellt. 
Das eine Mal wurde die Zelle mit 200 ccm des Serumwassergemisches 
(ein Drittel Wasser) beschickt. Nach einer bestimmten Zeit wurden 
die 200 ccm entfernt, zentrifugiert und in der oben angegebenen Weise 
weiter behandelt. In die Apparatur dagegen wurden wiederum 200 ccm 
desselben Serums eingefiillt, die nach einer — dieses Mal aber langeren — 
Zeit der Mittelzelle zur Bestimmung der genannten ZustandsgréBen 
wieder entnommen wurden, usf. Bei der anderen Versuchsart dagegen 
wurde den 200ccm Serum nach bestimmter Zeit eine Serumprobe 
(10 ccm) zu den oben erwaihnten Bestimmungen entnommen, wahrend 
gleichzeitig der Mittelzelle die entsprechende Menge gleichartigen 
Serums von der Ausgangszusammensetzung in dem gleichen Serum 
hinzugefiigt wurde. Ein vollstandiges Protokoll von Versuchen der 
ersten Art stellt Tabelle I dar. Sie ist nach den oben gegebenen Er- 
lauterungen ohne weiteres verstindlich. 





‘abelle I. 
in epee Zeit ~~ oped ae Pu Bemerkungen 
Probe mA | Lésung Proz. 
1 15 000 — 0,704 44 75 Rinderserum,'/,; verdunnt 
2 500 25’ 0,658 4,11 10,57 klar 
3 300 35 616 3,85 9,63 . 
4 100 lh 5 602 3,76 9,96 $ 
5 90 1 40 574 3,59 9,84 vt 
6 80 1 45 504 3,15 10,07 leichte Triibuag 
7 70% 220 518 3,24 9,99 e * 
8 65 2 30 518 3,24 10,07 = - 
oy) 55 3 308 1,93 6.54 starke a 
10 15 3 50 308 1,93 5,51 
1] 14 4 308 1,93 5,43 


Die hier verwandte Chromgelatinemembran war vorher fast ungebraucht. Die Stromstarke 
zu Beginn der F. D. betrug 4,0 Amp. Der Versuch von Nr.1 ist einige Zeit nach Beginn 
ausgefuhrt. 

Die Dauer der E. D. betrug also insgesamt etwa 25 Stunden. Der 
Extremwert der Stromstirke von 14mA war nicht mehr zu unter- 
schreiten aus Griinden, die in den theoretischen Erérterungen klargelegt 
werden sollen. 

Es ergibt sich aus dieser Versuchsreihe, die an einem und demselben 
Serum vorgenommen worden war, folgendes Bild iiber den Verlauf der 
Fraktionierung. 

Betrachtet man den Gang der Leitfihigkeitsanderung mit der 
Zeit, so bemerkt man: 1. da im Verlauf des Stromdurchgangs zu gleich 
groBen Herabsetzungen der Stromstirke immer gribere Zeiten be- 
nétigt werden, daB sich also der Elektrolytentfernung immer grébere 
Widerstiande entgegensetzen ; 
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2. daB im Beginn der E. D. zunichst die py-Werte betrachtlich 
ansteigen, bis zu einem Maximalwert, der weit im Alkalischen liegt; 

3. bei relativ niedriger Leitfahigkeit des Systems tritt ein Reaktions- 
umschwung ein, die py-Werte sinken; 

4. daB in dem MaBe, als durch Elektrolytentfernung die Strom- 
stirke sinkt, fast kontinuierlich Proteinmengen ausfallen. Dies hért 
auf, sobald die Fillung durch den Reaktionsumschwung erheblich 
geworden ist; 

5. daB dieser Ausfall eintritt, selbst noch in dem Gebiet, wo die 
Pu zunimmt. (Die Griinde fiir diese Zunahme der py werden im 
theoretischen Teile auseinandergesetzt werden. Versuche ergaben, 
daB sich bei einer tiber die angegebenen Zahlen hinausgehenden 
Steigerung der p, der Niederschlag vollkommen wieder léste.) 

6. Dort, wo — ohne besonders rapiden Abfall der Stromstarke — 
die p,, kleiner als 7,0 wird (der isoelektrische Punkt des Globulins liegt 
bei etwa 6,5), erfolgt ein starker EiweiBausfall, der nahezu 50 Proz. 
des Gesamtausfalls, der erreicht werden kann, ausmacht. 

7. Unter weiterer Verminderung der p,, (bis ~ 5,4) und weiterem, 
wenn auch geringem Elektrolytentzug erfolgt kein weiterer, nennens- 
werter EiweiBausfall. 

Von der zweiten Versuchsart gibt Tabelle I] ein Protokoll. Hier 
wurde ein neues Diaphragma in Benutzung genommen. 





Tabeile 11. 

Nr. seemetiae Zeit in am meets Pu Bemerkungen 

mA Lésung Proz. 
12 _ — 0,640 4,0 75 
13 500 35' 598 3,74 10,41 leichte Triibung 
14 300 10 602 3,76 10,31 ™ " 
15 90 1b25 598 3.74 10,58 7 ; 
16 80 15 574 3,59 10,40 " " 
17 66 15 532 3,33 10,40 > . 
18 60 10 532 3,33 10,4 - . 
19 50 20 504 3,15 10,59 i 9 
20 40 25 504 3,15 10,35 . ® 
21 30 1 45 294 1.91 5,69 — starke : 
22 20 1 35 290 1,80 5,55 
23 15 2 290 1,80 5,43 


Ein ganz neues anodisches Diaphragma kam in Benutzung. Versuchsdauer 14 Stunden 


Es zeigt sich hier das gleiche Gesamtbild wie bei der fiir die 
andere Versuchsart charakteristischen Tabelle I. Desgleichen in den 


Tabellen III bis V. 
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Tabelle 111. 
Nr. Suemstieae Zeit z ged muels Pu Bemerkungen 
mA Lésung Proz. 
24 _ — 0,672 4,2 74 
25 500 35’ 616 3,85 9,68 leichte Triibung 
26 200 20 532 3,33 10,47 es - 
27 90 lh § 504 3,15 10,74 » 
28 80 15 518 3,24 10,54 . " 
29 70 15 504 3,15 10,4 n 
30 60 20 448 28 10,85 “3 
31 52 40 448 28 10,94 “ - 
32 40 45 252 1,58 6,69  starke 
33 30 2 25 252 1,58 6,62 
34 15 50 252 1,58 6,47 
Diaphragma von Tabelle II. 
Tabelle 1V. 
Nr. Strometicke Zeit es Biwell Pu Bemerkungen 
mA | Losung Proz. 
35 a ae 0,608 | 38 73 
36 500 30’ 560 | 34 9.92 leichte Triibung 
37 200 35 546 3,41 9,96 nt - 
38 82 15 434 2,71 7,36 starke . 
39 70 5 448 2,80 5,75 
40 60 5 | 434 2,71 5.77 
41 50 5 | 475 2,78 5,87 
42 40 15 | 434 | 2,71 5,44 
43 34 50 | 350 2,19 5,37 
44 20 ]h 308 1,93 5,37 
Diaphragma 14 Tage alt, gebraucht. 
Tabelle V. 
Nr Stromstiarke Zeit ay pend Eiweif Pu Bemerkungen 
mA Losung Proz. 
45 — — 0,560 3,5 7,6 
46 500 35’ 420 2,63 9,95 leichte Triibung 
47 200 40 434 2.71 10,1 
48 ow) lh 392 2,75 9,95 
49 80 15 364 2,28 6,67 
50 68 10 350 2,19 6,67 starke Triibung 
51 60 10 350 2,19 5,75 
52 50 5 350 2,19 547 
53 40 10 350 2,19 5,30 
54 30 15 308 1,93 5,40 
55 15 30 308 1,93 5,30 


Alteres, benutztes Diaphragma. 
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Der Vergleich der Protokolle laBt erkennen, daB die p,-Steigerung 
zu Beginn der E. D. bei Benutzung einer neuen Membran einen Maximal- 
wert aufweist, der in dem MaBe absinkt, als die Membran gebraucht 
wird'). Es wird sich zeigen, daB der Hauptanteil an der Erhéhung 
der p,-Werte von einem Einflu8 der Chromgelatinemembran herriihrt. 

Es zeigt sich ferner, daB die Leitfihigkeit des Systems stets zu 
fast dem gleichen Grenzwert (etwa 15 mA) gelangt, und daB, unter 
Beriicksichtigung des jeweiligen Gesamtgehalts des Ausgangsserums, 
an Proteinen (sowie des méglichen geringen Fehlers durch andere 
N-haltige Bestandteile), sowie schlieBlich der individuellen Eigen- 
schaften jedes Serums, doch im allgemeinen ein ziemlich konstanter 
Bruchteil der Gesamtproteine ausfallt. SchlieBlich sei noch angemerkt, 
daB — ebenfalls unter Beachtung aller oben erwihnten einschrankenden 
Momente — die Siuerung in der Mittelzelle ziemlich tibereinstimmend 
iiberall an demselben Punkte zu einem gewissen Stillstand kommt. 

Es muB8 aber besonders betont werden, daB keineswegs einer be- 
stimmten Leitfahigkeit jedesmal derselbe Zustand der Mittelfliissigkeit 
hinsichtlich ihrer H’-Ionenkonzentration und hinsichtlich der aus- 
gefallenen Proteinmenge entspricht. Die drei GréBen kénnen vielmehr, 
wie die Tabelle VI zeigt, merklich unabhangig voneinander sein. 





Tabelle VI. 
; G halt 
Nr. Steematiche EiweiSausfall = ee Pu 
mA an Eiweif 

9 55 2,47 44 6,54 
19 50 0,85 40 10,59 
31 52 1,4 42 10,94 
41 50 1.02 38 5.87 
51 60 131 35 5,75 
52 50 1,31 3.5 5,47 


Man darf also bei der Herstellung von Euglobulin durch die E. D. 
nicht erwarten, daB iibereinstimmende Leitfahigkeiten durchaus tiber- 
einstimmende Globulinmengen liefern miissen, vielleicht auch nicht 
einmal ein Globulin von der gleichen Zusammensetzung. Da8B man 
diesen Umstand nicht geniigend beachtet hat, erklart vielleicht manche 
Abweichung in den Ergebnissen der Forschungen verschiedener Autoren, 
sowie auch solche, die im‘ Verlauf einer Untersuchung auftraten. Mit 


1) Es mag Erwahnung finden, da8 eine — wenn auch geringe — Fehler- 
quelle bei den pg-Bestimmungen in dem Umstande liegen kann, daB dem 
Serum infolge geringer Hamolyse kleine Mengen eines Oxydations- 
Reduktionssystems beigefiigt sein kénnen. Sobald sichtbare Mengen 
hiervon vorlagen, wurde das betreffende Serum verworfen. 
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anderen Worten: Geht man, wie dies éfter geschieht, bis zu einer be- 
stimmten Leitfihigkeit beim Elektrodialysieren herab, unterbricht 
und verwendet dann die Fraktion, so kénnen leicht Irrtiimer zustande 
kommen, da, wie schon erwahnt, keine Ubereinstimmung hinsichtlich 
der ausgefallenen Menge Protein zu bestehen braucht. Es wird aber 
leicht auch jedesmal ein anderer Zustand vorliegen kénnen, da die 
Reaktion der Mittelfliissigkeit in jedem Einzelfalle jeweils eine andere 
sein kann. Es 148t sich nun von vornherein iiber den Zustand des 
Proteins, das unter so verschiedenen Bedingungen ausgefallen ist, 
nichts Sicheres behaupten. 

Benutzt man aber andererseits den Wasserstoffexponenten als 
Indikator, so sieht man nach Tabelle VII, daB auch dieser nicht ohne 
weiteres einen vergleichbaren MaBstab abgibt. 





Tabelle VII. 
Gesamtgehalt 

Nr Pu EiweiBausfall os lee Stromstiche 
an Eiweif mA 
9 6,54 2.47 44 DA 
21 5.69 2:09 40 30 
34 6,47 2,62 4.2 15 
39 5.75 1,0 38 70 
50 6,67 1,31 3.5 68 


Es zeigen demnach diese Versuche, dab es jedenfalls nicht ganz 
einfach ist, Proteine unter Verwendung der E. D. einwandfrei und 
vergleichbar herzustellen. Auf der anderen Seite jedoch sind gewisse 
RegelmaBigkeiten trotz merklicher Schwankungen in den Einzelheiten 
unverkennbar vorhanden. Es lohnt sich, diesen nachzugehen und zu 
versuchen, sie zu deuten, was im spater folgenden theoretischen Teile 
dieser Untersuchung geschehen soll. 


Vorher schien es zur weiteren Aufklarung der vorliegenden Ver- 
hialtnisse wichtig, einige Versuche mit einfacher Dialyse vorzunehmen 
und sie in ahnlicher Weise zu verfolgen. Hierbei wurde das Serum so 
wie bei allen bisherigen Versuchen verdiinnt. Bei der Feststellung der 
jeweiligen ZustandsgréBen wurde so verfahren, wie es oben als zweite 
Versuchsart beschrieben war. Zwei- bzw. dreimal taglich wurde das 
AuBenwasser gewechselt, wahrend das Serum in Schleicher-Schillhiilsen 
aus Pergament verblieb. Neben der Anzahl der entnommenen Proben 
wurde die entsprechende Dauer der Dialyse angemerkt, dann wurde 
der Gehalt der Probe an Cl’-lonen qualitativ bestimmt, um die Ent- 
fernung der Elektrolyte zu verfolgen, ferner die Eiweibkonzentration 
und die korrespondierenden p,-Werte. Zum Vergleich hiermit wurde 
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dieselbe Menge gleichen Serums sich selbst iiberlassen und auch hier 
die p,,-Werte von Zeit zu Zeit bestimmt. Die Ergebnisse zeigen die 
Tabellen VIII und IX. 


Tabelle VIII. 








. Eiweif. | des un 

Nr. in on or — Pu | dia gyelorten Bemerkungen 
l 5 +--+ 6,0 | 74 klar 

2 20 re =e 8,0 _ » 

3 25 + - 8,0 — triibe 

4 28 | — 7,33 7,6 a 

5 44 + — 7,16 _— a 

6 49 + — 7,06 — starker 
7 55 + 49 6,95 7,75 | Bodensatz 

2ma! taglich AuBenwasser gewechselt. 
Tabelle IX. 
, Eiweif. des un 

Nr. in —.. noe — ag PH dihysierten Bemerkungen 
8 12 ++ 6,4 7,5 7.4 klar 

9 36 ae — 7,9 — 
10 42 + — 7,7 — triibe 
ll 63 ++ —- 7,6 7.6 = 
12 83 ++ — 7,33 _ * 
13 O4 4 — 7.0 7,7 » Flocken 
14 . 118 +4 . 6,8 -- | stasher 
15 126 + — 6,7 — | Bodensat 

16 145 } 3,76 6,65 78 ae 


3mal taglich Aufenwasser gewechselt. 


Man bemerkt, daB ganz entsprechend wie bei der E. D. dort, wo 
ein eben merklicher Elektrolytentzug feststellbar ist (Nr.4 und 10), 
auch ein gerade merkbarer Ausfall an Protein auftritt, ferner, dab 
sich auch bei der Dialyse eine unverkennbare Siuerung einstellt, 
mit der ein relativ starker Ausfall an Globulin verbunden ist. Die 
Kontrollversuche an einem Serum, das nicht der Dialyse unter- 
worfen wurde, zeigen dementgegengesetzt den wohlbekannten leichten 
Gang nach der alkalischen Seite, der auf einer CO,-Abgabe beruht. 


Zusammenfassung. 


Uber den Verlauf der elektrodialytischen Eiweiffraktionierung 
1aBt sich somit folgendes zusammenfassend aussagen. Sieht man von 
Abweichungen in Einzelheiten — die im theoretischen Teile der Arbeit 
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ihre Erklarung finden werden — ab, so besteht die erste Elappe 
bei der Fraktionierung darin, daB allmahlich ein Elektrolytentzug 
stattfindet — gemessen an der Verringerung des Stromtransports 
im Gesamtsystem —, dem ein kontinuierlicher Ausfall von Proteinen 
entspricht. Bis zu einem gewissen Punkte zeigt eine Kurve, in 
der die Stromstarke als Abszisse, der EiweiBgehalt des Serums als 
Ordinate aufgetragen ist (s. Abb. 1, ausgezogen), einen monotonen 
Verlauf, d. h. die Ordinatenanderungen gehen proportional denen der 
Abszissen. 

















? 10 20 30 ¥ S50 60 70 80 90 100 180 260 300 420 500 
Stromstarwe in Mi/liampere 
Abb. 1. 
Eiweifgehalt des Dialysats. 





Py: Werte. 


An einem Punkte jedoch erfolgt ein plétzlicher steiler Abfall der 
Ordinaten bei noch gleichbleibender Abszisseninderung. Hier, in der 
zweiten Etappe, findet demnach ein rapider EiweiBausfall statt, bei nur 
geringer Verminderung des Elektrolytgehalts. Zeichnet man iiber die- 
selben Abszissen wie oben die py-Werte als Ordinaten auf, so ist der 
Kurvenverlauf im Bereich der ersten Etappe wiederum ein monotoner'). 
Im Bereich der zweiten Etappe dagegen erfolgt fast genau symbat 
mit der ausgezogenen Kurve bei der nunmehrigen, gestrichelt gezeich- 
neten Kurve ein py-Sturz unter 7,0. Mit dieser Anderung der Reaktion 
ist der Ausfall weiterer Globulinmengen verbunden (etwa 50 Proz. der 


1) Es braucht wohl kaum besonders hervorgehoben zu werden, daB 
der als ,,monoton“ bezeichnete Verlauf der Stromstirke-p,,-Kurve im ersten 
Stadium der E. D. — wie ihn Abb. 1 und 2 zeigt —- nur im Bereich von 
Stromstarken gilt, die kleiner als ™ 500 mA sind. Erst von diesem Werte 
ab wurden die Kurven gezeichnet. Hatte man den ganzen Verlauf einer E. D. 
von Beginn an — aufgenommen, so hitte man vor dem monotonen Abfall 
einen Anstieg bis zu einem Extremwert erhalten. Denn die pg-Werte 
zeigen nach den Tabellen ja ein —- im Alkalischen gelegenes — Extremum, 
und auch die Stromstarke steigt — siehe Tabelle I — von ihrem Ausgangs- 
wert zunachst stark an. Aus Raumgriinden und auch weil nicht von Be 
deutung, unterblieb die Zeichnung einer Kurve, die von 4 Amp, iiber etwa 
20 Amp. bis zu 15 mA gefiihrt hatte. 
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Gesamtausbeute). Es zeigt sich aber (s. Abb. 2 gegeniiber Abb. 1), 


daB py-Sturz und EiweiBausfall keineswegs stets bei gleichem Werte 


der Leitfahigkeit stattfinden, vielmehr kann dieses in ziemlich weitem 
Bereich (der Leitfahigkeit) schwanken, wie auch Tabelle VI und VII 
darlegen. In einem besonders extremen Falle, nach iiberaus lange: 
Benutzung der Chromgelatinemembran, trat der py-Sturz bereits bei 
einem Leitfahigkeitswert von 4,0 Amp. auf. 








. A 
| j 
° B 
"T | Molten” | | Co) 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 30 260 30 ¥20 5D 
Stromstarke in Milliampere 
Abb. 2. 


{ Py-Werte. B Eiweifgehalt des Dialysats. 


Auf diese (zweite) Etappe folgt eine dritte, bei der Stromstarke- 
anderung, pg-Anderung und damit Anderung der EiweiSkonzentration 
in der Mittelfliissigkeit praktisch verschwindend sind. Bei einer be- 
stimmten Stromstirke, einem bestimmten pg-Wert und nahezu iiberall 
iibereinstimmenden Eiwei3konzentrationen kommt der Fraktionierungs- 
prozeB zum Stillstand (die Griinde hierfiir werden im theoretischen 
Teile dargelegt werden). 

Aus sekundiren Ursachen kann es zu einer Verschiebung der ein- 
zelnen Etappen gegeneinander kommen, stets aber bleibt der typische 
Verlauf erhalten. Abb. 1 und 2 zeigen solche elektrodialytischen Ver- 
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Das unbeeinfluBte Kontrollserum. Dialysiertes Serum. 
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suche in kurvenmaBigem Bilde. Die Bedeutung der einzelnen GréBen 
ist bereits oben im Texte mitgeteilt. 

Die einfache Dialyse zeigt einen Verlauf, der grundsiitzlich dem 
der Elektrodialyse entspricht. In Abb. 3 gibt die ausgezogene Kurve 
die zeitliche Anderung der pg-Werte im dialytischen Versuch wieder. 
Die Anderung im Globulingehalt wird durch Punkte (bzw. deren 
Ordinaten) am Anfang und am Ende der Dialyse dargestellt. Die 
punktierte Kurve zeigt die Anderung der py-Werte im nicht dialy- 
sierten Serum. Man sieht, daB auch bei der einfachen Dialyse, ent- 
sprechend dem Elektrolytentzug und der pg-Anderung, ein starker 
EiweiBausfall eintritt. Im nicht dialysierten Serum zeigt die py-Ande- 
rung einen Gang, der gerade entgegengesetzt dem bei der Dialyse fest- 
gestellten verlauft. 
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Zur Frage de: Fraktionierung der Serumproteine. 


II. Mitteilung: 
Zur Theorie der Elektrodialyse. 


Von 
G. Ettiseh. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. Marz 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Die bei der Elektrodialyse zu beriicksichtigenden Einfliisse. 


Der Verlauf der Elektrodialyse (E. D.) im System Chromgelatine — 
Pergament laBt sich kurz folgendermaBen zusammenfassen. Das 
native, auf '/, verdiinnte Serum von einer p, ~™ 7,8 zeigt zu Beginn 
des Stromdurchganges eine allmaihliche Zunahme der OH’-Konzen- 
tration bis auf Py ~ 10 — bei frischer positiver Membran —, die 
dann wieder langsam absinkt. Dabei beginnt ein kontinuierlicher, 
langsam fortschreitender Ausfall von Protein, dessen zeitlicher Verlauf, 
iibereinstimmend mit der Py-Anderung und dem Riickgang des Strom- 
transports durch das System, ein monotones Verhalten zeigt. Wahrend 
Leitfahigkeit und H-Konzentration in einer Weise abfallen, die nichts 
Besonderes aufweist, sieht man, daB beim Ubergang der Py Von 7,0 
auf etwa 6,5 ein starker EiweiBverlust der Lésung eintritt. Aus den 
Tabellen geht hervor, daB im Augenblick des Unterschreitens des Wertes 
Py = 7,0 noch einmal genau so viel Protein ausfallt als wihrend der 
Dauer des Elektrolytentzuges. Das sind die beiden ersten Stadien 
der E.D. Sodann aber, im dritten, kommt der Proteinausfall zum 
Stillstand. Ebenfalls die Anderung der H’-Konzentration und die der 
Leitfahigkeit. 

Dieser Verlauf, der zu einem stationaren Zustande fiihrt, laBt von 
vornherein die Vermutung aufkommen, daB eine Reihe von Faktoren 
am Zustandekommen dieses Ergebnisses beteiligt sein werden. Die 
nachstliegende Annahme wire wohl die, dab folgende zwei Faktoren- 
gruppen wesentliche Beitrige zur Aufklirung der Erscheinungen werden 
liefern miissen : 








G. Ettisch: Fraktionierung der Serumproteine. IT. 455 


1. solche, die durch das benutzte System (Chromgelatine auf 
Wollmembran als anodisches, Pergament als kathodisches Diaphragma) 
bedingt, und 

2. solche, die durch die Natur der Mittelfliissigkeit gegeben sind. 

Es werden zuniichst die Einfliisse besprochen, die mit der Natur 
der Membran zusammenhingen. 

Bethe und Toropoff') haben in eingehender Weise den Mechanismus 
der Ionenverschiebung an Membranen bei Stromdurchgang aufgeklart. 
Ihre Darlegungen kénnten demnach auf unsere Verhiltnisse ebenfalls 
angewandt werden. Abweichungen sind insofern vorhanden, als die 
Mittel- oder ,,freie“ Fliissigkeit (im Sinne Bethes) keine echte Lésung 
darstellt, sondern ein lyophiles kolloides System, dessen Verhalten 
gegen Membranen ein anderes ist als das der Ionen der tiblichen gelésten 
anorganischen Elektrolyte. Dieser Umstand wird bei den Ausfiihrungen 
zu Punkt 2 ausfihrlich dargelegt werden. Weiterhin liegt bei unserem 
System derjenige Spezialfall der Betheschen Darlegungen vor, bei dem 
die Mittelfliissigkeit nicht neutral reagiert, sondern leicht alkalisch ist. 

Eine weitergehende, wenn vielleicht auch keine grundsitzliche 
Abweichung liegt bei unserem System jedoch in der Verwendung 
zweier Membranen, wobei jede auf der einen Seite an die Mittelfliissigkeit 
grenzt, auf der anderen Seite an destilliertes Wasser im Elektrodenraum. 
Auf diesen Unterschied haben bereits Freundlich und F. Loeb*) auf- 
merksam gemacht, die im AnschluB und in Weiterfiihrung der Betheschen 
Versuche auf dieser Grundlage die Theorie der E. D. zu entwickeln 
suchten. Schon oben ist auf diese Arbeit hingewiesen worden, die in 
ihren experimentellen Ergebnissen dort, wo tibereinstimmende oder 
vergleichbare Anordnung herrscht, von den unseren vollauf bestitigt 
wird. Im Zusammenhang damit geben die theoretischen Erérterungen 
dieser Autoren den Versuch der Deutung der allgemeinen Erscheinungen 
der E.D., vor allem, indem sie die Permeabilititsverhiltnisse der 
Ionenarten gegeniiber den beziiglichen positiven und negativen Mem- 
branen eingehend erértern unter Zugrundelegung der Adsorptions- 
verhaltnisse und der daraus folgenden Bedingungen fiir die Bewegungs- 
freiheit der Ionen. Auch in theoretischer Hinsicht stimmen unsere 
Ergebnisse mit den ihren iiberein, soweit sie die gleichen Punkte be- 
treffen. 

Fiir die Klirung eben dieser besonderen Verhiiltnisse ist es er- 
forderlich, wiederum auf jene Arbeiten Bethes zuriickzukommen. Die 
Bethesche Theorie erértert vorzugsweise die Konzentrations- und 
Wasserverschiebungen zu beiden Seiten der Membranen, sowie die 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 88, 686, 1914; 89, 597, 1915. 
*) Diese Zeitschr. 150, 522, 1924. 


30* 
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eben dort auftretenden Stérungen der Gleichverteilung von H’ und 
OH’. Mit Riicksicht auf diesen Punkt ergaben die Untersuchungen 
an unserem System folgendes. Wahrend der alkalischen Reaktion 
war die Anodenseite des anodischen Diaphragmas stets sauer, die 
Kathodenseite alkalisch. An der Pergamentmembran war die Anoden- 
seite sauer, die Kathodenseite alkalisch, solange man alkalisches Medium 
in der Mittelzelle vorfand. Ging die Reaktion ins saure Gebiet*), so 
fand sich Umkehr dieser Zustinde. Diese Verhiltnisse folgen nun mit 
einer Einschrankung aus den hierfiir von Bethe und Toropoff aufgestellten 
Termen?), 

Eine erhebliche Komplikation erfahren aber die Verhiltnisse 
infolge der besonderen Natur der Chrom-Gelatinemembran gegeniiber 
den einfachen Bedingungen, wie sie Bethe annahm. Die Pergament- 
membran ist eine negative Membran im hinreichend strengen Sinne 
der Vorstellungen iiber Adsorption. Die mit chromierter Gelatine 
bestrichene Wollmembran dagegen bietet eine Abweichung insofern, 
als nicht nur adsorptiv gebundene Mengen von positiv aufladenden 
Ionen vorhanden sind. Die Membran ist vielmehr iiberreich mit einem 
Salze (NH,),Cr,0, bestrichen, das die Membran positiv machen soll. 
Dieser Umstand stellt das komplizierende Moment dar. Bei der Vor- 
bereitung wird die Membran dreimal mit diesem Salze_ bestrichen 
und dann laingere Zeit der Lichteinwirkung ausgesetzt. Dabei geht 
ihre Farbe von gelbrot in griin tiber. Man weiB, dab dabei neben Chrom- 
oxyd auch Chromichromate entstehen, die mit der Gelatine unlésliche 
Verbindungen eingehen, wihrend irgend ein dabei entstehendes N H,- 
Salz [NH,),CrO, ?] léslich ist. Daher kommt offenbar die Verfirbung, 
14Bt man eine solche Membran langere Zeit in einem Glase mit Wasser 
stehen. Trotz langdauernden Auswaschens ist die Membran unter 
dem EinfluB des elektrischen Feldes immer noch imstande, NH, ab- 
zugeben. Man kann es mit Nesslerreagens sowohl in der Mittelzelle 
als auch im Kathodenraum kurze Zeit nachdem die E.D. in Gang 
gesetzt ist nachweisen. Dieser NH4-Abgabe (in den Anodenraum 
wandert das entsprechende Anion) unter Einwirkung des Stromes 
(120 Volt) ist offenbar die steigende Alkalitaét der Mittelzelle im ersten 


1) D. h. also mit Bezug auf die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit: 
nach dem Reaktionsumschwung in der Mittelfliissigkeit. 

2) Diese Einschrankung betrifft die Ladungsverhaltnisse an der 
anodischen Membran bei saurer Reaktion unter Gegenwart von Neutralsalz. 
Hier sollen nach den Betheschen Herleitungen an der anodischen Flache 
positive Ladungen, an der kathodischen negative auftreten, wahrend 
wir obige Feststellungen machten. Es sei in diesem Zusammenhange nur 
bemerkt, daB vielleicht die Betheschen Voraussetzungen doch etwas zu 
einfacher Natur sind, um in diesem so vielfaltigen und schwierigen Systeme 
durchweg auf zutreffende Verhaltnisse fiihren zu kénnen. 














Fraktionierung der Serumproteine. II. 457 


Stadium der E. D. zuzuschreiben. Dabei ist leicht feststellbar, daB 
in der Nahe der kathodischen Flache der positiven Membran der Alka- 
litatsgrad etwas hoher ist als in der Mitte der Mittelfliissigkeit, wahrend, 
wie oben schon auseinandergesetzt, die anodische Fliche des katho- 
dischen Diaphragmas stets saure Reaktion zeigt. So wird es verstandlich, 
daB langere Zeit gebrauchte Diaphragmen allmihlich weniger N Hj 
abgeben, da die Membran ausgelaugt wird. Daher sinkt auch mit der 
Zahl der Elektrodialysen, die ein solches Diaphragma durchmacht, die 
Hohe der Erhebung der py-Werte iiber den Ausgangswert des Serums. 
SchlieBlich muB im unteren Grenzfalle eine solche Membran ihre be- 
sondere Wirksamkeit iiberhaupt einbiiBen. 

Es sei nochmals erwaihnt, daB die positive Membran nicht sofort 
nach Fertigstellung zur E.D. benutzt wurde, sondern daB wir sie 
mehrere Tage unter Wasserwechsel spiilten. Da die Spiilfliissigkeit 
dann deutlich griin gefirbt war, konnte man annehmen, da8 ein Teil 
des NH,-Salzes bereits herausdiffundiert war. Die dann noch in der 
Membran verbleibenden Mengen waren aber sicherlich weit gréBer, 
als dem Adsorptionsgleichgewicht der Wand entspricht. Sie waren 
daher befahigt, im elektrischen Felde aus der Wand herauszuwandern, 
da sie héchstwahrscheinlich nur grob kapillar in der Membran ge- 
bunden waren. 

Die nach der Theorie von Bethe und Toropoff sich einstellenden 
Reaktionsverschiebungen an Membranen auBern aber hierbei noch 
ihren EinfluB in folgender Weise. So- 


lange die Mittelfliissigkeit sauer reagiert, i 
zeigt die anodische Fliche der positiven 4: | a 
Membran saure, die kathodische alka- 4,347: 318 |: 5, 


lische Reaktion. An der negativen, 

der Pergamentmembran, herrschen die 

gleichen Verhiltnisse vor (s. Abb. 1). Abb. 1. MittsiBiesighelt. 
Dieses bedingt aber fiir beide Membranen, ~ Santis — 

daB sich iiber das angelegte AuBere 

elektrische Feld noch das aus der Reaktionsverschiebung sich ergebende 
positiv tiberlagert. An der Chromgelatinemembran kommt es daher 
zu einer beschleunigten Herauswanderung von NHj in der Mittel- 
fliissigkeit und von entsprechenden Anionen in den Anodenraum. 
An der negativen Membran wird hierdurch die Abwanderung der 
H durch die Membran hindurch beschleunigt. Eine gewisse Be- 
schleunigung sollte auch den OH’ zukommen, doch wird diese dadurch 
wieder aufgehoben, daB die in der Membran reichlich vorhandenen 
(Chromat-?) Anionen auf die OH’ hemmend wirken. Insgesamt wird 
durch diese Verhiltnisse der Anstieg zu alkalischer Reaktion in der 
Mittelfliissigkeit begiinstigt. 
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Tritt nun aber der oben nachgewiesene Reaktionsumschwung ein, 
so wechseln auch die beziiglichen Flichen der Membranen das Vor- 
zeichen im Ladungssinn (s. Abb. 2). Dieses hat aber zur Folge, daB 
die Uberlagerung jetzt nicht mehr positiv erfolgt, sondern negativ, 
d. h. das angelegte adufBere Feld wird 
geschwicht. Die NH, -Auswanderung 
aus der positiven Membran wird nun- 
mehr gegen friiher herabgesetzt. Die 
Pergamentmembran hemmt jetzt die Ab- 

ZZ : wanderung der H. Auch wird ebenfalls 
aa. 2 See. eine Hemmung der OH’-Auswanderung 
4 positive Membran, 

B negative Membran. aus der Mittelfliissigkeit erfolgen, jedoch 
wird diese, den oben ausgefiihrten Ver- 
haltnissen entsprechend, stirker sein als die der H. Die jetzt 
vorliegenden Zustiinde begiinstigen aber insgesamt ein Absinken 
der py-Werte. Daraus folgt aber, daB eine weitergehende Siuerung 
der Mittelfliissigkeit, die — wie wir noch sehen werden — unab- 
hangig von diesen Membranverhaltnissen infolge Donnanscher 
Membranhydrolyse der Proteinkérper eintreten mu, nur in geringem 
Mafe durch die Hydrolyse infolge NHj-Einwanderung verstarkt 
werden kann!). Tabelle I zeigt dementsprechend, da die Extremwerte 
der alkalischen Reaktion stets weiter vom Ausgangswert des betreffen- 

den Serums abweichen als die sauren am Ende der E. D. 





errr rrr rrr 
eee errr 
| 





Tabelle I. 

Ne Py P H I W 4 Bemerkungen 
275 1057; — 4, = —3,07 pi, = py- Wert des Ausgangsserums 
ll \ 7,5 om | 5 4, = T 2.07 
19 | 75 1095; — 4, = —3,09 p!,—alkal. Extremwertbeider E. D. 
23/75 — |643 4, = +207 
31 | 7,4 | 1094; — 4, —3,54 p},;= saurer Wert am Ende der E. D. 
4% 74) — |647| 4, = +093 
37 17,3 | 996] — | 4, — —266 4 — Differenz 
4/73 — |537 4, — +193 
7176 /\101 | — | 4, = —250 

— |63 | 4,—+33 


1) Es sei hier kurz folgendes vorweggenommen, was zum vollen Ver- 
standnis notwendig ist und weiter unten noch eingehend behandelt werden 
wird. Die NH4-Einwanderung ruft eine Hydrolyse in der Mittelfliissigkeit 
hervor. Bei dieser entstehen im Uberschu8 H*. Diese werden durch Eiwei8 
+ Elektrolyt eine gewisse Zeitlang fortgepuffert. In dem hier vorliegenden 
Stadium der E. D. ist diese Pufferfahigkeit nicht mehr vorhanden. Die H’ 
bleiben daher frei. 
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Die zweite Faktorenreihe, die zu _ beriicksichtigen ist, stellt die 
Mittelfliissigkeit mit ihren Eigenheiten. Zwischen den in der Fliissig- 
keit enthaltenden Ionen miissen wir Wechselwirkungen annehmen, 
wie sie bei dem bekannten Donnanschen Gleichgewicht mabgebend 
sind. Denn wir haben sowohl nicht dialysierbare EiweiBionen wie auch 
anorganische Ionen, die durch die Membranen hindurchgehen kénnen. 
DaB dieses notwendig ist, geht allein schon aus dem Verhalten des 
Serums bei der einfachen Dialyse im Pergamentsickchen hervor. 
Unter diesen vereinfachten Bedingungen treffen wir bereits auf die 
Tatsache, daB das Dialysat sauer wird. Man wird sich leicht vorstellen 
kénnen, da durch Anlegen eines elektrischen Feldes sowie durch 
Aufrechterhalten eines méglichst groBen Diffusionsgefilles — beides 
findet sich bei der E. D. — man diesen Effekt noch verstarken kann. 
Es liegt demnach in beiden Fallen eine Membranhydrolyse im Sinne 
Donnans vor. Diese Erscheinung ist zu gut bekannt, als daB es not- 
wendig wire, an dieser Stelle ihre Grundgedanken nochmals aus- 
einanderzusetzen. Entsprechend der leicht alkalischen Reaktion 
des Serums wird, wenn auch in geringem Mae, ein Na-Proteinat vor- 
liegen. Unter der Wirkung des Feldes wandert das Na’ in den Kathoden- 
raum, waihrend das Proteinanion durch die Membran nicht hindurch 
kann. Durch Auswanderung von OH’ (an Stelle des nicht durch- 
wandernden Proteinions) kommt es zu einer Hydrolyse (,,Membran- 
hydrolyse“), dadurch aber steigt die Zahl der H in der Mittelzelle. 

Durch die Untersuchungen von Hardy') und auch von Robertson*) 
wissen wir, dal bei den Globulinen die Saurendissoziation die Basen- 
dissoziation tiberwiegt. 

Zu den Eigenschaften der Mittelfliissigkeit muB noch ihre Fahig- 
keit der Pufferung hinzugerechnet werden. Diese ist bekanntlich fir 
die H’ etwa sechsmal so stark als fiir die OH’ [Friedenthal*)]. Auch 
ist zu beachten, daB naturgemaiB im Laufe der E. D. die Elektrolyte 
hinauswandern. AuBer diesen sind vor allem die EiweiBkérper selbst 
an der Pufferung beteiligt. 


2. Versuch einer Erklirung der zeitlichen Vorgiinge bei der E. D. 


Aus dem Zusammenwirken der beiden erérterten Hauptfaktoren- 
gruppen mit ihren zeitlichen Anderungen mu8 sich das Gesamtbild 
des Ablaufs der E.D. ergeben. Dieses ist zunichst nur qualitativ 
miglich, da man iiber gewisse Vorgiinge in der Membran und auch in 
der Mittelfliissigkeit zu wenig weib. Eine weitere Schwierigkeit bietet 


1) Journ. of Physiol. 38, 251, 1905. 
2) Journ. of phys. Chem. 11, 437, 542, 1907. 
%) Arch. f. physiol. Verh. d. Physiol. Ges. Berlin, 8. Mai 1903. 
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fernerhin das Moment des zeitlichen Ineinandergreifens der verschie- 
denen Vorginge. 

Trotz dieser Schwierigkeiten besteht aber der Eindruck, als kénnte 
man in groBen Ziigen das Verhalten des Serums bei der E. D. befriedigend 
erklaren und so dann bei ihrem Verlauf die Haupterscheinungen voraus 
sagen, auch wenn — wie etwa bei anderen Methoden — Einzelfaktoren 
variiert werden. 

Zu Beginn der E. D., im sogenannten ersten Stadium, findet eine 
Einwanderung von NH, aus der Membran in die Mittelzelle statt. 
Hier kommt es zu einer Hydrolyse von der Art 

2NH, + 2H,O > NH,OH + NH, + OH’ 4+ 2H. (a) 

Infolge der Pufferung durch die Serumelektrolyte sowie die der 
EiweiBkérper!) selber wird eine Reaktionsinderung eine Zeitlang 
hintangehalten. Da aber die Pufferung fiir OH’ in dem erwahnten 
MaBe schwicher ist als fiir die H', so wird sich alkalische Reaktion 
einstellen, d. h. es kénnen die H noch kompensiert werden, wenn 
dieses mit den gleichzeitig entstandenen OH’ nicht mehr geschieht. 
Dazu kommt, da8 im elektrischen Felde das H viel rascher wandert 
als das NH, (etwa fiinfmal so rasch). SchlieBlich kommen zu alledem 
noch die oben ausfiihrlich dargelegten Verhaltnisse an den beziiglichen 
Flachen der beiden Membranen. Alle diese Umstande werden hier, 
im ersten Stadium der E.D., ein Entstehen alkalischer Reaktion 
begiinstigen?). 

LaBt nun die Pufferung nach, so beginnt die Dampfung des alka- 
lischen Extremwertes der Fliissigkeit, da jetzt diejenige Zahl der durch 
Hydroiyse entstandenen H, die bisher fortgepuffert wurde, in der 
Lésung frei bleibt. Es sind nun nicht sehr groBe Mengen an H_ nétig, 
um die pq-Werte erheblich herabzudriicken. Man befindet sich namlich 
beim Maximum der Alkalitét in dem Bereich von etwa 10~* mol. 
Alkalilésung. Da der w—c-Kurvengang (wy = Potentialdifferenz, 
¢ = Konzentration) ein exponentieller ist, entsprechend der bekannten 


Beziehung 
RT 
c=e nF (1) 


1) Man kann die Beziehung (a) daher auch schreiben: 
2NH, + HROH ~ NH,ROH + (a’) 
2NH,ROH + 2H,0 + NH,OH + NH, + OH’+2HROH (a”) 
*) Es braucht wohl kaum naher dargelegt zu werden, wie im einzelnen 
die Pufferung auf Elektrolyt und auf EiweiSkérper sich verteilt. Es ist 
dieses fiir unseren Fall auch gleichgiiltig. Da nur die gesamte Sdauren- 
bzw. Basenkapazitét des Serums eine Rolle spielt. Fiir etwaige Einzelheiten 
sei auf die Darlegung von R. Hoéber, Physikalische Chemie der Zelle ver- 
wiesen, sowie auf die interessanten Arbeiten von H. Straub und Kl. Meier 
sowie auch auf Kl. Gollwitzer-Meier (diese Zeitschr. 168, 470, 1925). 
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(wo die Bezeichnungen alle die hinlanglich bekannten GroBen betreffen), 
oder etwas anders ausgedriickt: da der p,,—c-Kurvengang vom alka- 
lischen ins saure Gebiet ein bilogarithmischer ist, entsprechend der 


Forme! : 


F 
Pa = —Inec = = v, (2) 


und die Alkalikonzentration von 10~* mol. noch recht nahe dem Null- 
punkt der Kurve liegt, wird die Hinzufiigung einer relativ geringen 
Menge H — als Abszisse aufgetragen — bereits zu einem Kurvenpunkt 
mit relativ bedeutend kleinerer Ordinate fiihren (p,-Wert!), da dieser 
Konzentrationsbereich im Gebiete starker Ordinateninderung bei 
geringer Abszisseninderung liegt. Es ist ja geniigend bekannt, daB 
in der Umgebung des Neutralpunktes sehr geringe Mengen von H 
oder OH’ hinreichen, um eine Verschiebung der p,-Werte um zwei 
bis drei Einheiten zu bewirken. Wird aber auf diese Weise der Alkali- 
iiberschuB herabgedriickt, so verstirkt die jetzt merkbar werdende 
Membranhydrolyse die Tendenz zur Steigerung der Sauerung. Da 
die EiweiBkérper des Serums in diesem Bereich bevorzugt als Séuren, 
nicht aber als Basen wirksam sind, so muB bei der Membranhydrolyse*) 
mit den Na’ ein OH’ auswandern. Solange OH’ im UberschuB frei 
vorhanden waren, konnte bei diesem Vorgang durch Eintreten eines 
der OH-Ionen — entweder aus dem Pufferreservoir oder eben dem 
Uberschu8 aus der Hydrolyse durch die NH,-Salze — ausgeglichen 
werden. _ Ist aber die Pufferung nicht mehr vorhanden, auch nicht 
mehr ein erheblicher OH’-UberschuB, so werden die Vorgiinge, die zur 
Membranhydrolyse fiihren, nicht mehr ausgeglichen. Die eintretende 
Membranhydrolyse verstirkt ebenfalls die Saéuerung. In gleicher 
Richtung wirken jetzt die Ladungszustinde an den _ beziiglichen 
Membranflichen. Nach dem Reaktionsumschwung in der Mittel- 
fliissigkeit haben auch sie ihr Vorzeichen gewechselt. Wiederum muB 
darauf hingewiesen werden, daB gar nicht sehr groBe Mengen H  er- 
forderlich sind, um die p,,-Werte erheblich zu driicken. 

AuBer den Veriinderungen, die die Konzentration der H’ und OH’ 
betreffen, miissen wir jetzt noch die Bedeutung des Elektrolytentzuges 
fiir das Verhalten der EiweiBkérper beriicksichtigen. Die urspriinglich 
vorhandenen Elektrolyte peptisierten die Proteine und hielten sie in 
Lésung. Der mit der E. D. einhergehende Elektrolytentzug aber be- 
deutet eine Verminderung von solchen Substanzen, die die Peptisation 
des Globulins bewirken. Selbst die anfinglich einsetzende Steigerung 


1) Es handelt sich, richtiger gesagt, um die an den einzelnen Eiweib- 
molekiilen (bzw. -ionen bzw. Wassermolekiilen) eintretenden Vorginge, 
die allmahlich zu einer Membranhydrolyse fiihren. 
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der OH’-Konzentration vermag die peptisierende Wirkung der Elektro- 
lyte nicht zu ersetzen. So geht entsprechend der Verminderung an 
Elektrolyten (sowie naturgemiB auch der OH’-Konzentration) bis 
zum Neutralpunkt des Wassers eine gewisse Proteinmenge in den 
Niederschlag. 

Wir kommen jetzt zum zweiten Stadium der E.D. Auf Grund 
der geschilderten Vorginge wird der Neutralpunkt unterschritten, 
und es fallt dann — etwa im Bereich von Py = 7,0 bis 6,5 — nochmals 
eine Proteinmenge aus, die von der gleichen GriBe ist wie die vorher 
ausgefallene. Ob diese beiden Proteine hinsichtlich ihrer molekularen 
Konfiguration iibereinstimmen, ob tiberhaupt im ganzen Laufe der 
E. D. ein einheitlicher EiweiBkérper oder nicht vielleicht mehrere, 
voneinander unterschiedene, ausfallen, dariiber sind augenblicklich 
Versuche im Gange. Aus diesen Erfahrungen wird sich ergeben, wie 
man die Nomenklatur der beziiglichen Serumproteine wird handhaben 
miissen. (Bisher pflegte man wohl mit R. Stern") die ,,schon durch 
unvollstindige Entfernung der Elektrolyte“ ausfallenden Eiweib- 
kérper als ,,Labilglobuline“ zu bezeichnen.) Dieser zweite Ausfall 
wird dadurch verursacht, daB man infolge der Siuerung bei relativer 
: Elektrolytfreiheit den isoelektrischen Punkt des Euglobulins durch- 
schreitet, d. h. den Punkt geringster Stabilitat. 

Das dritte Stadium ist der schlieBlich eintretende stationiére Zu- 
stand. Man kommt auf einen nur noch sehr langsam abnehmenden 
Leitfihigkeits- und einen ebensolchen p,-Wert. Die Leitfahigkeit 
wird nicht so niedrig, wie sie etwa ist, wenn man die Mittelzelle frisch 
mit destilliertem Wasser gefiillt hat. Im letzten Falle geht ein Strom 
von 4 bis 6 Milliamp. durch den Apparat, wihrend der schlieBliche 
Wert der Stromstirke, den man am Ende einer E. D. erreichen kann, 
etwa 15 bis 17 Milliamp. betragt. Es beruht dies darauf, daB doch 
stets aus der Membran Elektrolyte in die Fliissigkeit gebracht werden. 
Der oben erwihnte niedrige Wert von 4 bis 6 Milliamp. gilt auch nur 
fiir den frisch gefiillten Apparat. Die Stromstirke steigt, wenn man 
ihn, mit destilliertem Wasser gefiillt, sich selbst iiberlaBt. 

Der Grenzwert des p,, ist durch die Wechselwirkung der Membran- 
hydrolyse mit der Abgabe der NHj durch die Membran bedingt. Die 
Membranhydrolyse allein wiirde bei Einwirkung des elektrischen 
Stromes zu einem kleineren p,,-Wert (etwa 4,0)*) fiihren. Die Zu- 
stinde an Membranen jedoch, die oben ausfiihrlich auseinandergesetzt 
worden waren und die hier noch immer eine Hemmung auf die Ge- 
schwindigkeit der OH’ bewirken, verursachen dementsprechend den 


1) Diese Zeitschr. 144, 125, 1924. 
2) Siehe die oben genannte Arbeit von Freundlich und Loeb. 
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héheren Wert von etwa 5,4. Man ersieht die Richtigkeit dieses Schlusses 
auch aus folgenden Beobachtungen. Ist die Membran lange in Ge- 
brauch, so sinkt der alkalische Extremwert im ersten Stadium der E. D. 
Daher tritt auch dann nach immer kiirzerer Dialysedauer der p,,-Sturz 
ein. In einem besonders krassen Falle geschah dieses bereits bei 
>4 Ampere. Es war offenbar nur noch sehr wenig NH,-Salz in der 
Membran, die Hemmung der O H’-Auswanderung nur noch auBerst gering. 


3. Vergleich der verschiedenen Membrankombinationen. 

Auber diesen Haupterscheinungen lassen sich auch gewisse Neben- 
erscheinungen deuten. Dal die Membran allmihlich immer weniger 
NHj abgibt, ist ja plausibel, damit auch der immer geringer werdende 
alkalische Extremwert im ersten Stadium der E. D., daher auch die 
Verschiebung des Auftretens der Siuerung nach héheren Leitfahigkeits- 
werten hin. Die verringerte OH’-Konzentration infolge weniger ge- 
hemmter OH’-Auswanderung kann durch die erhéhte Pufferfihigkeit 
der Mittelfliissigkeit fiir H' nicht wettgemacht werden. Es erklirt 
sich aber vor allem auch das relativ schnelle und extrem verlaufende 
Auftreten der Saiuerung, wenn man unter sonst gleichen Bedingungen 
mit zwei Pergamentmembranen elektrodialysiert. Hier fallt der die 
Sauerung tiberkompensierende Anstieg ins Alkalische ganz fort. Die 
anodische Membran stellt vor allem nicht mehr durch eigenen reichlichen 
Salzgehalt den durchwandernden Anionen ein Hindernis dar. Zudem 
kommt zu der relativen Beschleunigung der OH’-Abwanderung auch 
noch eine absolute Beschleunigung der Na-Wanderurg, da sie, hier 
allein im Felde (friiher noch H und NHj) durch die kathodische 
Membran wandern. Dieses wirkt aber wieder auf die Geschwindigkeit 
der Abnahme der OH’ in der Mittelfliissigkeit zuriick. Zudem ist zu 
beachten, daB die OH’ dreimal so rasch wandern als die Na. 

Sobald also infolge Elektrolytentzug usw. keine Pufferung der 
H mehr eintritt (die durch die Membranhydrolyse bedingt ist), geht 
die Reaktion schnell ins saure Gebiet, und zwar bis zu den Extrem- 
werten von 4,0 (Freundlich und F. Loeb, Protokoll k,). Diese relativ 
starke Erniedrigung der p,,-Werte erklart sich im Anschlu8 an frither 
Dargelegtes so, daB infolge Umkehr im Ladungssinn der beziiglichen 
Grenzflichen der anodischen Membran allerdings auch eine Bremsung 
der Durchwanderungsgeschwindigkeit der OH’ eintritt. Diese Be- 
hinderung ist aber keineswegs so stark wie bei der mit Salz beladenen 
Chromgelatinemembran. Bei diesem p,-Wert (4,0) erfolgt nun eine 
villige Lésung des EiweiBniederschlages, was im iibrigen genau den 
Bedingungen entspricht, die Hittisch und Runge") fiir die Léslichkeit 
von Euglobulin bei relativer Elektrolytfreiheit aufgezeigt hatten. 


') Kolloid-Zeitschr. 37, 26, 1925. 
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Fiir die Richtigkeit der hier gegebenen Erklérung spricht auch 
das Verhalten der Stromstairke bei Anwendung verschiedener Membran- 
kombinationen. Bei zwei Pergamentmembranen treffen wir nur auf 
einen unerheblichen Anstieg der Leitfaihigkeit. Nach den Versuchen 
von Freundlich und Loeb steigt dabei — nach Protokoll a — die Strom- 
starke von 12 auf 23 Milliamp. Sehr stark ist dagegen der Anstieg, 
sobald man zwei Chromgelatinemembranen verwendet. Protokoll b 
der genannten Autoren zeigt einen solchen von 12 auf 318 Milliamp., 
da von beiden Membranen sowohl NHj als auch — wahrscheinlich — 
Chromationen abgegeben werden. Die Ruppelsche Kombination: 
Chromgelatine—Pergament steht somit in dieser Hinsicht etwa in 
der Mitte. 

Benutzt man an Stelle des NH,-Salzes das entsprechende Kalium- 
salz zur Herstellung der Membran, so erreicht durch Einwanderung 
des K’ die Hydrolyse und damit die Alkalitatssteigerung noch héhere 
Werte. Diese werden so groB, daB trotz Elektrolytentzug kein Eiweif8 
ausfallt, selbst nachdem die Elektrolyte weitgehend aus der Mittelzelle 
herausgewandert sind: Es kommt nur sehr schwer und nach sehr 
langer Zeit zu einer Saiuerung. Infolge der vélligen Dissoziation des 
KOH ist die durch sie bedingte OH’-Konzentration gréBer, und der 
schlieBlich am Ende der E. D. erreichte Grenzwert des p,, wie er durch 
Wechselwirkung der Membranhydrolyse und der K-Abgabe der 
Membran zustande kommt, wird héher liegen, méglicherweise noch im 
Alkalischen. Ist dies letztere aber der Fall, so kommt es nicht zu einer 
Sauerung und daher, wie die Erfahrung gelehrt hat, auch nur zu einem 
sehr geringen EiweiBausfall. 

Eine melirere Stunden dauernde Alkalitat der Mittelfliissigkeit 
ist diuBerst bedenklich. Der EiweiBniederschlag, der dann beim Sauer- 
werden auftritt, sieht véllig anders aus als der, den man sonst erhilt. 
Die Flocken setzen sich leicht ab. Der Niederschlag kann ohne Zentri- 
fugieren durch AbgieBen der Fliissigkeit erhalten werden, er lést sich 
aber viel schwerer als sonst in Alkali wieder auf. Man trifft auch auf 
gelbbraune, glasig-gallertig aussehende Kliimpchen, die sich iiberhaupt 
nicht mehr lésen. Es scheint, als ob sich hier irreversible Konden- 
sationsprodukte gebildet hitten, die in extremen Fillen ganz unléslich 
sind. Auch im normalen Dialysat schwimmen manchmal derartige 
Kliimpchen herum und zeigen ganz dieselben Eigenschaften. Mégen 
hier auch die individuellen Eigenschaften des Serums eine Rolle spielen, 
so besteht jedenfalls ein unbestreitbarer Zusammenhang zwischen 
dem Auftreten dieser Gebilde und der Alkalitaét der Mittelfliissigkeit. 
Dafiir spricht auch folgende Erfahrung. Nach unseren Beobachtungen — 
wie es auch aus der Theorie von Bethe und Toropoff sich ergibt — 
tritt fiir die kathodische Flaiche des anodischen Diaphragmas eine 
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Anhiufung von OH’ auf, wodurch die Konzentration dieser Ionen 
hier gréBer wird als in der Mitte der Mittelfliissigkeit. Nun beobachtet 
man, besonders bei ganz neuen Membranen sowie auch bei Praparation 
der Membran mit K,Cr,0,, an der genannten Fliche die Bildung 
von krustigen schwartenahnlichen, gelbbraunen, sehr elastischen Massen. 
Man beobachtet weiter oft, daB die durch E. D. hergestellten Proteine 
sich in Normosal in bestimmten Mengen gut lésen, ein anderes Mal 
aber weniger gut. Das beruht vielleicht eben wieder darauf, daB manche 
Seren durch das Verweilen im alkalischen Medium eine, wenn auch 
naturgemi$ nur leichte Anderung im Sinne einer Kondensation er- 
fahren, infolge deren wiederum ihre Léslichkeit verindert wird. Man 
mu wohl mit einer Veriinderung in der Struktur des Molekiils selbst 
rechnen. Es zeigt sich damit, daB das Verweilen in alkalischen Medien 
sorgsam tiberwacht werden muB; denn zwischen der schwartenihnlichen, 
starken Verinderung des Proteins und einer leichten Verinderung bei 
geringer Einwirkungsmenge und -zeit liegen alle méglichen, aber noch 
véllig unbekannte Zwischenstufen. Es sei tiber diese vermutlichen 
Kondensationsprodukte noch erwahnt, daB sie weder in Sauren, noch 
in Basen léslich waren, selbst nicht nach tagelanger Einwirkung. Dem- 
gegenitiber zeigten sich Niederschlige, die in konzentrierten Siuren 
(37 Proz. HCl, konzentriertes HNO, usw.) hergestellt waren, in 
Alkalien wieder gut léslich. 

Fragt man sich nun, welche Membrankombination befreit méglichst 
rasch das Serum von seinen Elektrolyten und gestattet eine méglichst 
schonende und reichliche Darstellung der verschiedenen Eiweib- 
fraktionen, so glauben wir nach unseren Erfahrungen, doch der Ruppel- 
schen Anordnung den Vorzug geben zu diirfen, denn bei ihr wird der 
isoelektrische Punkt erreicht, wenn die Elektrolyte sehr weitgehend 
entfernt sind (natiirlich bei einer nicht zu alten positiven Membran!). 
Dieses bedingt einen reichlichen Ausfall der Globuline. Bei der Ver- 
wendung von zwei Pergamentmembranen wird der isoelektrische 
Punkt dagegen im allgemeinen bei merklich héherer Elektrolytkonzen- 
tration erreicht. Der Ausfall von Eiwei8 ist deswegen geringer. Man 
kommt ferner in ein Gebiet von kleinerem p,, was vielleicht nicht 
unbedenklich ist, wenn man das EiweiB méglichst unverindert erhalten 
will. Auch kommt man der Wiederlislichkeitsgrenze des Globulins, 
etwa 4,0, recht nahe. Pauli sucht diese starke Siuerung dadurch zu 
vermeiden, da er bei viel kleineren Spannungen elektrodialysiert. 
Wir kénnen unsere Bedenken gegen die viel lingere Zeit, die er dabei 
benétigt, sowie gegen andere seiner MaBnahmen nicht ganz fallen 
lassen. Eine méglichst rasche E.D. erscheint uns nach wie vor 
wiinschenswert. Wohl erhebt sich gegen die Ruppelsche Anordnung 
der Einwand, daB die Mittelfliissigkeit voriibergehend alkalisch wird, 
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und daB dieses die EiweiBkérper in bedenklicher Weise verandern kann. 
Wenn man aber, wie dieses in Laboratoriumsversuchen in der Regel 
iiblich ist [Stern'), Freundlich und Loeb*)], das Serum stark verdiinnt 
(1:5 oder 1: 10), so ist die Héhe und Dauer der Alkalitat gering und 
unbedenklich. Unsere Versuche wurden absichtlich bei gréBerer Kon- 
zentration ausgefiihrt, um den EinfluB der verschiedenen Versuchs- 
bedingungen scharfer hervortreten zu lassen. 


Zusammenfassung. 


I. Zur Erklarung des zeitlichen Verlaufs der E. D. mit der Ruppel- 
schen Anordnung muB man im wesentlichen drei Umstinde beriick- 
sichtigen : 

1. ein Hineinwandern von NHj aus der positiven Membran in 

die Mittelfliissigkeit ; 

2. die von Bethe und Toropoff dargelegte Ionenverschiebung an 
den Membranflichen und die dadurch bedingte besondere 
Ionenwanderung durch die Membran ; 

3. die von dem Donnangleichgewicht verursachte Membran- 
hydrolyse der EiweiBkérper in der Mittelfliissigkeit. 


II. Der Vergleich der verschiedenen Membrankombinationen er- 
gibt folgendes: 

Die Ruppelsche Kombination ist vorteilhaft, weil der isoelektrische 
Punkt der Globuline bei kleinen Elektrolytkonzentrationen erreicht 
wird, wodurch ein reichlicher Globulinausfall gewahrleistet ist. Ferner 
gelangt man nicht so weit ins saure Gebiet wie bei der Kombination 
mit zwei Pergamentmembranen. Bedenklich ist bei der Ruppelschen 
Kombination die voriibergehende Alkaleszenz der Mittelfliissigkeit. 
Sie 14Bt sich aber durch geniigendes Verdiinnen des Serums vermeiden. 





1) lL. c¢., s. S. 444 (1. Mitteilung.) 
2) Le. s. 8. 444. 
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Experimentelle Acidose und Alkalose 
des Gewebssaftes bei Fréschen und die Verinderung 
der zytoplasmatischen Strukturen. 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
A. Rumjantzew. 


(Aus dem Kabinett fiir Histologie und Embryologie, Universitat zu Moskau.) 


(Eingegangen am 4, Marz 1926.) 


In meiner vorigen Arbeit!) ist es mir gelungen, die Grenzen der 
Unveranderlichkeit plasmatischer Strukturen der Zellen von paren- 
chymatésen Geweben, die verschiedenen Organen des Frosches ent- 
nommen waren, festzustellen. Es erwies sich, daB in den kleinen 
ausgeschnittenen Stiickchen, wenn sie 1 bis 14 Stunde in physiologischer 
Léisung mit einer Reaktion py 6 bis py 7,8 liegen, keinerlei Verinde- 
rungen bemerkbar sind. Nach Uberschreitung dieser Grenzen kommen 
bald charakteristische Verainderungen zum Vorschein, welche die Zelle 
in den Zustand der triiben Schwellung bringen. Der Zweck vorliegender 
Arbeit war die Erforschung der Verainderung der zytoplasmatischen 
Strukturen derselben Gewebe bei kiinstlicher Acidose und Alkalose 
und der Vergleich der gewonnenen Ergebnisse mit denjenigen der 
vorhergehenden Arbeit. 

Nach den Versuchen von Rohde (1920)*) sind die Frésche ein fiir diesen 
Zweck sehr geeignetes Objekt, da sich bei ihnen bei Einfiihrung von Saéure 
oder Alkali subkutan in den Lymphsack oder per os die Reaktion nicht bloB 
des Harns von Py 3 bis 10, sondern auch die des Blutes von py 4,2 bis 8,7 
scharf verindert. Von diesen Ergebnissen ausgehend, konnte man vermuten, 
da8 auch der Gewebssaft dieser Tiere bei Acidose und Alkalose ebenso 
schroff seine Reaktion verandert. 


Material und Methode der Untersuchung. 

Die Experimente wurden im Sommer 1925 angestellt. Die im Freien 
gefangenen Tiere wurden 24 Stunden vor Beginn des Experimentes im 
Laboratorium gehalten. Zum Experimente wurden 30 und in einigen 
Fallen auch mehr Frésche genommen. 


1) Im Druck. 
*) Rohde, Pfliigers Arch. 182, 114, 1920. 
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Von den ausgewahlten Fréschen wurden fiinf Exemplare vor Beginn 
des Experiments seziert, um die Reaktion des Gewebssaftes verschiedener 
Organe festzustellen. Die Durchschnittszahlen der vorgefundenen p,,-Werte 
dienten als Kontrollziffern. Den iibrigen Fréschen wurden zur Hervorrufung 
der Acidose 2cem gesittigter Lésung von Borséure in den Lymphsack 
eingefiihrt und zur Hervorrufung von Alkalose 1 oder % ccm gesattigter 
Lésung von Carbonatsoda. Nach Verlauf einer bestimmten Zeit, im Laufe 
der ersten Stunde nach 4, 4% und 1 Stunde, und weiterhin jede 2 Stunden 
bis zu 12 Stunden und ferner alle 6 Stunden, wurde die Reaktion des Gewebs- 
saftes bei zwei Fréschen bestimmt. 


Im ganzen sind sowohl fiir die Acidose als auch fiir die Alkalose 
je drei Experimente angestellt worden. Jedes Experiment wurde 
zweimal wiederholt, so daB8 zur Bestimmung von p, 180 Frésche 
gedffnet worden sind. Die Reaktion wurde nach dem von Grdff (1924)') 
beschriebenen Verfahren mit geringfiigigen Veranderungen vorgenommen 
mit Hilfe von Clarks Indikatoren. Die Bestimmung wurde nach sorg- 
filtiger Entfernung des Blutes aus dem Stiickchen rasch vollzogen; 
die Schnelligkeit ist eine unumgingliche Bedingung, da die Autolyse 
der Stiickchen sich durch eine Verschiebung der Reaktion nach der 
sauren Seite hin fihlbar macht. Die Wirkung der autolytischen Pro- 
zesse kann sich schon nach 10 Minuten offenbaren. Fiir Bestimmung 
von p, des Gewebssaftes muf man gleichzeitig mit mehreren Indi- 
katoren arbeiten, da man bei der Arbeit mit bloB einem zu ganz un- 
richtigen Werten gelangen kann. 


Die unten angefiihrten Zahlen sind nicht absolut genau; der wahr- 
scheinliche Irrtum ist 0,2 des Wertes von py. 


Die Reaktion des Gewebssaftes normaler Tiere: 


IN eh de. ahs ow OS aha, 
5 pw ae he em it A ais Be 
ne «s&s 6 + es + +. + ee on ee 
ee eo ok ae oR? oe ee ae 
Muskelgewebe ....... . 6,5 ,, 6,6 
Don we tt ew a 4 SH Ee 
eS GA * oe ee SS eR eae 


Die angefiihrten Daten weisen vor allem auf einen Unterschied 
in der Reaktion der Haut und der parenchymatésen Organe hin und 
gleichzeitig auf eine stark acide Reaktion der Muskeln. Dieser Unter- 
schied der Reaktion (saure Reaktion der Haut und alkalische der 
titigen Organe) ist von Schmidtmann (1925)*) und Raws (1925)%) 
bemerkt worden. 


1) Graff, s. Zieglers Beitr. 72, 603, 1924. 
2) Schmidtmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 55, 714, 1925. 
3) Raus, Journ. of exper. Med. 61, Nr. 4, 6, 1925. 











469 


Acidose und Alkalose des Gewebssaftes usw 








gL aT 4YoOUseqioy] sne JepNsxs 
SL 8 OL 98 OL OL i. ee 9 UuIG} 
€L—I'L fL bL 9L—WL See 
99-49 99 89 89 89-99 89 san Sep sqameds[oysSn 
xo-9 9 99 89--L9 | 69—L'9 89 99 L OL we 10qa] 
Se | ti t IL €L SL €L PL-ZL 9L O1OIN 
69-89 69 89 Li-"OL OL 'L-69 IL—69 OL sBoIYUVd 
aL SL wL PL 9L 9L—CL OL OL , : wey 

zz RF * +7 zl 9 € l syususdxy sap uuBoy YORU 197 21(] 

“CZ6I yoy ? ure ¢§ AN Tonsie 4 
‘UelpsOo1y UEP leq esO|Bx[y Jop Sunppoinquyy ed 
“TT M290 

3g—I¢ 8t—0F S 2 aes uv} 
9 r9 99—-+'9 99—-*9 FO-t'9 £'9-Z9 OO-—-BS ZO-0'9 8-09 09 SONY Sep sqemospeysn]q 
8S9—-L9 L9O—-99 | LO-99 99-79 F9—-E9 £9 99-49 F9-8'9 99—-<C'9 S'9—-F'9 a aD oe ae 10qa’T 
L—69 69 69 89 89 L9-99 L9—-99 89-99 8O9—-LO 89—-LO O1OIN 
L—89 L-89/89-L9 99—-¥9 99-19 9 19-79 F939 £9—<C'9 ¢'9 svoIyUBd 
aL GL SL GL Si—-TL | S2—-lh | SL—-TL | St—-8s L 89 Ace 2 ‘ qney 

zz sb +7 zl 6 t $ € ey equemneeey cap 


uuisog qovu 1197 91(] 





‘CZ6I Lf "[ Ue FAN YoNsISOA 


“UOTPOSOl uep 1aq oFroplby dop Zunypyounquyy ol 


‘TL PIWML 


eR RR LT LL LLL ; 


31 


— 
t 


Biochemische Zeitschrift Band 17 














470 A. Rumjantzew: 


Acidose. Nach Einspritzung von Siure auBert sich die Acidose der 
Gewebe sofort nach Einfiihrung der Saure in den Lymphsack, jedoch 
erreicht ihre Entwicklung nicht mit einem Male das Maximum. Bei 
allen drei Experimenten stellt sich das Maximum der Siuerung ge- 
wohnlich in 4 bis 6 Stunden nach Beginn des Experimentes ein, einige 
Zeit halt sich das Maximum und fallt dann nach Verlauf der achten 
bis neunten Stunde. Nach 12 bis 16 Stunden war die Reaktion des 
Gewebssaftes wieder normal, mit Ausnahme des Harns, bei welchem 
das Absinken der Aciditit py 4,6 einmal nach 48 Stunden beobachtet 
wurde. 

Aus den angestellten Experimenten ergab sich, daB 

1. die Acidose das Maximum im Gewebssaft der Haut und in den 
Muskeln am schnellsten erreicht; 

2. die gréBte Saéuerung im Vergleich zur Norm wird bei den 
Muskeln beobachtet (Siuerung um 0,6 des py-Wertes), dann im Pankreas 
und Leber um pg 0,4 und endlich in den Nieren um py 0,3; 

3. die Reaktion des Harns nach 2 bis 3 Tagen gewéhnlich py 5,5 
ist, jedoch wurde manchmal auch eine Reaktion py 5,1 und 4,6 beob- 
achtet ; 

4. der Gewebssaft der Nieren und der Wiinde der Harnblase nie 
zu stark gesiuert wird, p, der Harnblase ist etwa 7. 

Alkalose. 1. Dieselbe entwickelt sich schnell und hilt sich 
langere Zeit. 

2. Der Gewebssaft verschiedener Organe alkalisiert sich verschieden. 
Die gréBte Alkalisierung erfahren Niere und Leber um 0,4 des Wertes 
von p,- Haut, FuSmuskeln‘und Harnblase steigern ihre Alkalitat 
nicht mehr als um P,, 0,2, und Pankreas wird noch weniger alkalisiert, 
sein Gewebssaft bleibt fast normal. 

3. Die gréBte Steigerung der Alkalitat wurde beim Harn beob- 
achtet, Py = 8,6. Ebenso wie bei der Acidose bleibt der Harn im 
Vergleich zu den Geweben lingere Zeit alkalisch, da schon am zweiten 
Tage die Alkalose vorbei ist, der Harn aber noch immer alkalisch ist, 
wenngleich er normalerweise schwach sauer und als Ausnahme neutral ist. 

Aus den vorgenommenen Experimenten kann man _ folgende 
Schliisse ziehen: 

Durch Einfiihrung von Alkalisalz oder Siure mit guten Puffer- 
eigenschaften kann man die Reaktion des Gewebssaftes bei Fréschen 
verindern. Was die Reaktion des Blutes anbetrifft, so hat sich bei 
Anwendung der Indikatorenmethode (Ergebnisse von Stscherbakoff) 
eine genaue Bestimmung seines p, als unméglich erwiesen. 
Joumain (1925)") hat dieses fiir Bromthymolblau genau erforscht. 


1) D. Joumain, C. r. soc. Biol. 92, Nr. 28, 1925. 
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Soweit man jedoch sogar nach im Sinne der Genauigkeit falschen 
Zahlen urteilen kann, verandert sich p,, des Blutes weder bei Alkalose 
noch bei Acidose, was auch theoretisch wahrscheinlicher ist als die 
Ergebnisse von Rohde. 

Unsere Befunde bestitigen nicht die fiir den Harn von Rohde 
angefiihrten Data — im ganzen ist die Grenze der Schwankungen 
sowohl nach der aciden als auch nach der alkalischen Seite hin eine 
geringere als die von Rohde festgestellte. 


Tabelle III. 





Nach Autor Nach Schmidtmann 
Acidos. Norm. Alkal. Acidos. Norm. Alkal. 
7,2 
a 6,8—7 7,.2—7.4 75—76 63—65 68 74 
Pankreas .. 63—65 69 —7 7,1—7,2 
MD. “eo 4% 66—6,7 68—69 7,6—7,7 
a 6.3—64 6.7—68 7,0—7,2 62—64 67—69 7,2—74 
Muskelgewebe 58—6.0 65—6,6 66—68 6,6—6,7 
Harn .... 46—48 64—66 84—8.6 


Interessant ist es, zu bemerken, daB unsere Zahlen mit denjenigen 
von Schmidtmann ziemlich genau zusammenfallen, der an denselben 
Tieren analoge Experimente vorgenommen hat. Wie aus der angefiihrten 
Tabelle ersichtlich, gehen Schmidtmanns Befunde mit den meinigen 
nur beziiglich der Haut bei Acidose ziemlich scharf auseinander. Wenn 
man zulaBt, daB es Schmidtmaan tatsiachlich gelungen ist, die Reaktion 
des Zellenplasmas festzsutellen, so muB man unbedingt zulassen, daB 
die inter- und intracellulare Reaktion im Gewebe gleich sind. Aus 
dem Vergleich mit den Ergebnissen der vorhergehenden Experimente 
kénnen wir vor allem folgende Schliisse ziehen. Die tiberlebenden 
Stiickchen reagieren auf die Verinderung der Reaktion der physio- 
logischen Lésung in gleicher Weise: die Gewebe von Niere, Leber 
und Pankreas bleiben bei Veriinderung der Reaktion von p,, 6 bis 8 
(d. h. bei einer Schwingung von p, 2) im Verlauf von 1% bis 1, Stunde 
unverandert. Solche Schwankungen werden im Organismus nicht 
beobachtet. Die Leber von 6,3 bis 7,2, Pankreas 6,3 bis 7,2 und Niere 
von 6,6 bis 6,7, d. h. Leber und Pankreas sind mehr der Acidose und 
Niere der Alkalose unterworfen. Im ganzen ist die Schwankung p,, 0,9 
bis 1. Im Vergleich zu den iiberlebenden Stiickchen ist sie geringer, 
jedoch kénnen wir auch bei diesen Verinderungen der Reaktion schon 
auf den Anfangsstufen der Acidose und Alkalose charakteristische 
Verinderungen beobachten, die man in héheren Konzentrationen 
von H- bzw. OH-lonen beim Uberleben der ausgesonderten Stiickchen 
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beobachten kann. Auf diese Weise reagiert also das Gewebe als ganzes 
als Organ durch Veranderung seiner Zytostruktur anders, als das 
Gewebe in Form eines Stiickchens. 

Meine vorlaufigen Beobachtungen haben gezeigt, dal die Ver- 
anderungen der zytologischen Strukturen ungefahr in derselben Richtung 
wie bei Quellung des Stiickchens eines Organs auBerhalb des Organismus 
verlaufen, d. h. das Chondriom verwandelt sich bei Acidose oder Alkalose 
in allen Geweben schon in den Anfangsstadien in rundliche Kiigelchen 
oder angequollene Stabchen, und bei Acidose lést es sich manchmal 
sogar wieder auf, jedoch erreichen die Verinderungen der Zytostruktur 
der Zelle niemals den Grad der vollstandigen triiben Quellung, d. h. 
den Moment der Entmischung der Protoplasmas, welches sich morpho- 
logisch im Erscheinen der Vacuolisation auBert. Das Chondriom ist, 
wie Cowdry") richtig hervorhebt, eine ungemein fein reagierende 
Struktur, die bei jeder Funktionsstérung eines Organs durch eine Form- 
veriinderung reagiert, die Verschiebung der Reaktion, nur 0,2 bis 0,4, 
ruft schon Veriinderungen in der Struktur des Chondrioms der Gewebe 
eines ganzen Organs hervor. 

1) E. Cowdry, Carnegie Inst. Bull. Contr. to Embr. Nr. 25. Washington 
1918. 























Bemerkung zu der Arbeit von Wilhelm Starlinger 


Uber das Verhalten 
neutraler Natriumeaseinate bei Membranhydrolyse*'). 


Von 
M. Polanyi. 


(Ringegangen am 6. Mdrz 1926.) 


Die Diskussion, deren historischer Verlauf in der vorangehenden 
Notiz geschildert ist, hat zu einer Ubereinstimmung des experimentel! 
feststellbaren Verhaltens von Caseinlésungen gefiihrt. In Abweichung 
von den SchluBfolgerungen von Herrn Starlinger méchte ich jedoch 
betonen, daB ich keine Méglichkeit dafiir sehe, daB organische Salze 
aus einer Caseinlésung herausdiffundieren, wenn sie nicht vorher in 
dieser vorhanden waren. Die Tatsache, daB die Gesamtmenge der 
leitenden Bestandteile bei der Dialyse kaum zunimmt, fiihrt zu dem 
SchluB, daB die Menge der organischen Salze bei diesem Vorgang 
unverandert bleibt und somit auch urspriinglich einen erheblichen 
Teil der Leitfahigkeit bedingt hat. 


1) Diese Zeitschr. 170, 1, 1926. 














Uber das Verhalten 
neutraler Natriumcaseinate bei Membranhydrolyse. 


Von 
Wo. Pauli. 


(Ergiinzung der obigen Bemerkung des Herrn M. Polanyi.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1926.) 


Den Kernpunkt der ganzen Diskussion bildete die Frage nach der 
Leitfahigkeit des Caseinations. Die Caseinationen sind, wie sich zeigte, 
das organische Ion in neutralen, unzersetzten Caseinatlésungen, in Analogie 
mit allen anderen Proteinarten. Erst durch Membranhydrolyse, die in 
den Versuchen Polanyis und seiner Mitarbeiter zur Wirkung kam, treten 
je nach der Membrandichtigkeit (neben meist geringen Mengen von Caseinat 
ionen) Na-Ionen mit Ionen von Caseosen (abgebautem Casein) und mit 
OH’ bzw. HCO (infolge fast vollstandiger Reaktion der diinnen Lauge 
mit der Luft-CO,) in die AuBenfliissigkeit. Da sich die mittlere Anionen- 
beweglichkeit dabei wenig dindert, bleibt auch die auf das Ausgangsvolumen 
bezogene Gesamtleitfahigkbit praktisch gleich: Damit erscheint der ganze 
Sachverhalt erschépft. 























Uber den Mechanismus der Milchsaurebildung bei Phanerogamen. 


Von 
Carl Neuberg und Giinther Gorr. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie zu Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1926.) 


Seit langem wei man, daB im Stoffwechsel tierischer Zellen und 
vieler Mikroorganismen die Milchsdure eine auBerordentlich wichtige 
Rolle spielt. Die Forschungen des letzten Jahrzehntes haben gelehrt, 
daB die Fahigkeit zur Produktion von Milchsaure eine der verbreitetsten 
Eigenschaften der lebenden Zelle iiberhaupt darstellt. Uber die Be- 
deutung der Milchsdure im Haushalt der héher organisierten V egetabilien 
liegen kaum Erfahrungen vor, selbst fiir das bloBe Vorkommen von 
Milchsaure bei griinen Pflanzen sind nur diirftige und unsichere Unter- 
lagen vorhanden. 

In Kérnern und Pflanzensdften, z. B. bei Gerste, Mais, in Kartoffeln, 
bei Tausendgiildenkraut (Erythraea centaurium) und in der Agave, 
ist eine Anwesenheit von Milchsiure, zumeist von racemischer Saure, 
beobachtet'). In den Blattern der Himbeere, Brombeere sowie im 
Safte der Kirsche sind nach H. Franzen und seinen Mitarbeitern®) 
wechselnde Mengen Milchsiure, oft allerdings nur Spuren, zugegen; 
doch ist es nach Franzen und Keyssner (l.c.) unentschieden, ob sie 
praformiert oder durch bakterielle Garung nachtriglich entstanden ist. 
Eine typische Vorstufe der Milchsiure, die dem Lactacidogen der 
tierischen Zelle entsprechen wiirde, hat R.Flury*) in Kartoffeln, 
Lupinen und Spinat nicht aufzufinden vermocht, obgleich J. Bodnér*) 
den wichtigen Nachweis geliefert hat, daB zum mindesten den Erbsen 
ein Phosphorylierungsvermégen eigen ist. Es laBt sich bisher nichts 
dariiber aussagen, ob der nach dem gegenwiirtigen Stande der Er- 
kenntnis jedenfalls seltene und geringfiigige Gehalt der Vegetabilien 
an Lactat etwa mit einem schnellen Verbrauch zusammenhingt. 


1) W. Windisch, Zeitschr. f. Spiritusind. 10, 157, 1888; J. Habermann, 
Chem. Zeitung 30, 40, 1906; Wm. McGeorge, Chem. Centralb]. 1918, 
I, 309. 

*) H. Franzen und E£E. Stern, H. 115, 283, 1921; 121, 220, 1922; 
H. Franzen und E. Keyssner, H. 116, 168, 1921; 129, 319, 1923; 
H. Franzen und F. Helwert, H. 122, 85, 1922; 127, 38, 1923. 

3) R. Flury, diese Zeitschr. 146, 297, 1924. 

*) J. Bodnar, diese Zeitschr. 165, 1, 1925. 
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G. Ciamician und C. Ravenna') haben gezeigt, dab bestimmte Gewichse 
(Spinat, Bohnen) zugefiigtes Lactat angreifen; es wird dabei teils 
oxydativ unter Abspaltung von Acetaldehyd, teils durch Umwand- 
lung in atherunlésliche Stoffe (Resynthese ’?) verandert. 

Das spirliche Auftreten der Milchsiure steht im bemerkens- 
werten Gegensatz zur haufig beobachteten Gegenwart von Essigsdure 
und Ameisensdure. Fiir erstere hat schon vor 20 Jahren C. Wehmer 
118 Fundorte, fiir letztere 80 Fundstatten im Reiche der griinen und 
chlorophylifreien Pflanzen beschrieben. Freilich mu8B man namentlich 
bei den Formiaten auch an eine sekundire Bildung denken, sobald 
das Pflanzenmaterial mit Sauren destilliert worden ist. Von einem 
Vorkommen der Milchsiure in Samenpflanzen hat J. Stoklasa*) be- 
richtet; von ihm riihrt die Angabe her, daB bei der anaeroben Atmung 
in Zuckerriiben, Gurken, Bohnen und Kartoffeln neben Athylalkohol 
und Kohlendioxyd auch Milchsiure vorhanden ist; in komplexer 
Reaktion sollen hier ebenfalls Essigsiure, Ameisensiure sowie Wasser- 
stoff, die beiden letzteren tiber das Methan, weiterhin entstehen. 

Uber die Menge solcher im Atmungsproze erzeugter Milchsiure 
finden wir folgende Daten bei Stoklasa und seinen Mitarbeitern. 
0,82 Proz. Milchsaure ist der héchste angefiihrte Wert; er wurde bei 
1 kg Gurkenmasse (als Trockensubstanz) wahrend 100stiindiger an- 
aerober Atmung bei 20° erreicht. Aus 5 bis 6kg frischen Pflanzen- 
materials wurden durch Auspressung unter 400 Atmospharen Druck 
500 cem zellfreier Saft erhalten, aus dem mit Alkohol-Ather 6 bis 10 g 
Rohenzym niedergeschlagen wurden. 25g dieses Fermentpraparats 
erzeugten innerhalb 52 Stunden aus 250cem 15proz. Traubenzucker- 
lésung bei antiseptisch gefiihrter Garung 0,53 g d, 1-Milchsaiure. Diese 
im Wasserstoffstrom erzielte Ausbeute sank beachtenswerterweise bei 
Zuleitung von Sauerstoff auf 0,13 g herab. 

Unter gleichen Bedingungen lieferten 10g Rohenzym aus Gersten- 
keimlingen durch eine anaerobe Glykolyse 0,33 g Milchsiure. Etwas 
niedrigere Werte teilte J. Bodnar fiir das abgeschiedene Ferment der 
Kartoffelknollen und Zuckerriibenwurzeln mit*). 

In erheblich einfacherer Weise als den Prager Autoren ist es 
G. Muenk*) gelungen, das glykolytische Ferment von der intakten 
Pflanzenzelle abzutrennen. Er verfuhr dabei analog der Vorschrift, 


1) G. Ciamician und C. Ravenna, Chem. Centralbl. 1919, ITI, 386; 
1921, I, 95. 

2) J. Stoklasa, Chem. Centralbl. 1905, I, 265: J. Stoklasa, A. Ernest 
und K. Chocensky, H. 50, 303, 1907; 51, 156, 1907. 

3) J. Bodnar, diese Zeitschr. 73, 202, 1916. 

4) G. Muenk, Chem. Centralbl. 1915, I, 163; Landw. Versuchsst. 85, 
396, 1914. 
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die von Neuberg sowie Dakin und Dudley zur Gewinnung des aus 
Methylglyoxal Milchsaure bildenden tierischen Ferments angegeben 
worden war (s. unten), und hat behauptet, direkt durch Extraktion 
der zerkleinerten Samen von gelber, weiBer und blauer Lupine mit 
physiologischer Kochsalzlésung ein Enzym isoliert zu haben, das mit 
groBer Leichtigkeit aus Starke, Glykogen, Inulin, Traubenzucker, 
Galaktose, Maltose, Rohrzucker, namentlich aber aus Milchzucker 
Milchsiure bildet und gegen Antiseptika, wie Toluol oder Fluor- 
natrium, wenig empfindlich ist. 

Alle die erwihnten Angaben iiber die Bildung von Milchsaure 
im Eigenstoffwechsel der griinen Gewachse werden von Fr. Czapek 
(Prag) sowie C. Oppenheimer in ihren bekannten Lehrbiichern mit 
auBerster Skepsis beurteilt. 

Bei den besonders gearteten energetischen Verhiiltnissen der 
héheren Pflanzen wiirde das ,,Fehlen‘’ von Milchsiure unter normalen 
Verhaltnissen ebenso erklarlich erscheinen wie fiir den ordnungsmabig 
funktionierenden Tierkérper. Falls bei den vorerwaihnten positiven 
Befunden die Mitwirkung von Bakterien keine Rolle spielt, kann an- 
genommen werden, daB es bei den vegetabilischen Zellen hauptsich- 
lich unter anaeroben Bedingungen zu einer Anhaufung von Lactat 
kommen kann. 

Wenn nun die Fihigkeit zur Milchsiurebildung in der Tat ein 
Attribut auch der héheren Pilanzenzelle ist, s@ durften wir erwaxten, 
daB sie diese Siure aus detselben Vorstufe bildet, die: wir heute mit 
guten Griinden fiir die tierischen Gewebe und die Bakterienzellen als 
Milchsaurequelle annehmen. 

Durch die Untersuchungen von C. Neuberg'), H. D. Dakin und 
H. W. Dudley?) sowie P. A. Leveneund G. M. Meyer*) ist fiir animalische 
Organe der Beweis erbracht worden, daB sie sehr glatt Methylglyoxal 
in Milchsiure iiberzufiihren vermégen. Fiir die entartete Zelle der 
Tumoren gilt nach O. Warburg, K. Posener und E. Negelein*) ein Gleiches. 
Mit der seit mehr als einem Jahrzehnt von uns vertretenen Ansicht, 
daB die Milchsiure als Stabilisierungsprodukt des Methylglyoxals an- 
zusprechen ist, steht das Verhalten der in den Zellen vorhandenen, 
das Methylglyoxal umwandelnden Ketonaldehydmutase in bestem 
Einklang, indem dieses Enzym nach O. Meyerhofs®) Befunden den 
Charakter eines typischen Stoffwechselferments aufweist. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 

*) H. D. Dakin und H. W. Dudley, Journ. of biol. Chem. 14, 155 und 
423, 1913; 16, 505, 1914. 

3) P. A. Levene und G. M. Meyer, ebendaselbst 14, 551, 1913. 

*) O. Warburg, K. Posener und E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 316, 1924, 

5) O. Meyerhot, ebendaselbst 159, 432, 1925. 
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Wie wir friiher dargetan haben’), kann auch in niedrig organi- 
sierten pflanzlichen Gebilden, bei verschiedenen Bakterien, Methyl- 
glvoxal als Vorstufe der Milchséure gelten. Fiir drei verschiedenen 
Gruppen angehérende Vertreter, fiir den Lactobacillus, das Bacterium 
coli sowie fiir den Bacillus propionicus, ist ein solches Verhalten auBer 
allen Zweifel gesetzt. (Der erstgenannte Mikroorganismus ist ein regel- 
rechter Milchsiurebildner; wir haben mit ihm die Vergiirung von 
Glucose zu Milchséiure im Umfange von 91,2 Proz. bewirkt.) 

Im Hinblick auf das Problem, ob in der ganzen belebten Natur eine 
einheitliche Bedeutung der Milchsaure zur Geltung kommt und ob ihr 
hauptsichlicher Bildungsmechanismus tiberall als ahnlich vorausgesetzt 
werden darf, haben wir eine Priifung der Frage fiir wichtig gehalten, 
ob Zellen héiherer Pflanzen Methylglyoxal in typischer Weise zu Milch- 
sdure dismutieren. Als geeignete Objekte ermittelten wir die Erbsen- 
samen, die zugleich den Vorzug leichter Zugiinglichkeit besitzen. Wie 
wir gefunden haben, enthalten diese das Methylglyoxal angreifende 
Ferment in so reichem MaBe, daB man die ruhenden Samen benutzen 
kann, und nicht durch vorangehende Keimung ihren verlangsamten 
Stoffwechsel anzufachen braucht. Da man mit starken antiseptischen 
Mitteln arbeiten kann, so kommt eine Beteiligung von Mikroben nicht 
in Betracht. Man kann die vorher mit 1 prom. Sublimatlésung keimarm 
gemachten Erbsen, sodann die nicht vorbehandelten Erbsen in Gegen- 
wart von reichlich Toluol, weiterhin Aceton-Trocken-Erbsen, ferner 
wasserige Ausziig2 gemahlener Erbsen sowie die durch Fallung mit 
Alkohol-Ather aus solchen Wasserextrakten von Erbsen erzeugten 
Niederschlige (nach ihrer Wiederauflésung) unter Beigabe von Toluol 
benutzen. Uberall ist das Ferment vorhanden, das unter LuftabschluB 
langstens in einem Tage 1- bis 2prom. Lésungen des Methylglyoxal- 
hydrats quantitativ umwandelt. Dabei sind 70 bis 80 Proz. der 
theoretisch méglichen Menge Milchsiure nachgewiesen worden. An der 
als Zinklactat abgeschiedenen Substanz wurde konstatiert, daB die 
racemische Saure vorlag. Dieser Befund deckt sich mit den Erfahrungen 
von J, Gadamer*), J. N. Currie®) sowie A. W. Dox und R. EZ. Neidig*), 
daB die Bildung von inaktiver Saiure auch bei manchen Bakterien 
bevorzugt ist; Franzen (|. c.) hat in den Blattern und Friichten griiner 
Pflanzen ebenfalls nur d, l-Lactat beobachtet. 

Wir haben den ruhenden Erbsensamen frei von priaformierter 
Milchsiure befunden, so daB dieses in so vielfachen Zubereitungen 


1) C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925; 166, 482, 1925. 

*) J. Gadamer, Apothek.-Zeitschr. 12, 642, 1897. 

3) J. N. Currie, Journ. biol. Chem. 10, 201, 1911. 

4) A. W. Dox und R. E. Neidig, Zeitschr. f. Gairungsphysiol. 3, 257, 
1913. 
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anwendbare Erzeugnis ein brauchbares Material fiir das Studium der 
Ketonaldehydmutase bei héheren Pflanzen abgibt. 

Es hat sich bereits herausgestellt, daB solche Fermentpriparate 
und ahnliche aus Bohnen und Lupinen nicht nur auf Methylglyoxal, 
sondern auch auf analoge Glyoxale einwirken. Nach Versuchen, die Herr 
Binder-Kotrba ausgefihrt hat, erzeugt das Erbsenenzym aus Pheny!l- 
ulvoxal in praktisch quantitativer Ausbeute rechtsdrehende Mandelsaure. 

Vor einiger Zeit haben C. Neuberg und A. Gottschalk") am gleichen 
Objekte, am Erbsensamen, gezeigt, daB die von ihm ausgeliéste alkoholi- 
sche Garung analog der Zuckerspaltung durch Hefe verliuft, indem 
sie hier gleichfalls tiber die Zwischenstufe des Acetaldehyds fortschreitet. 
in der jetzt beschriebenen reichlichen und leichten Bildung von Milch- 
siure erblicken wir einen Anhalt dafiir, daB die im Effekt der alko- 
holischen Garung sich schon offenbarende Fahigkeit der griinen Pflanzen 
zur Glykolyse unter bestimmten Bedingungen auch mit einer Ansamm- 
lung von Milchsiure zutage tritt, d.h. mit der Stabilisierwng des 
Intermedidrprodukts Methylgl yoxalhydrat, das sich in der Regel im 
Sinne der Ausfiihrungen von C. Neuberg und M. Kobel?) — weder 
anhauft noch umlagert, sondern der Restitution unterliegt. 

Jedenfalls verfiigen die Phanerogamen iiber das vom lebenden 
Gewebe abtrennbare Stoffwechselferment, das am Methylglyoxal die 
bedeutsame Verschieburg in der Drei-Kohlenstoffreihe besorgt, und 
damit ergibt sich eine Wesentliche Ubereinstimmung im Grundtypus 
der Kohlenhydratumwandlung fiir die Zellen der griinen Pflanzen, 
der Tiere sowie der Mikroorganismen. 


Fiir alle Versuche wurden ,,Hohe Erfurter Zuckererbsen“ ver- 
wendet. 


I. Versuche mit frischem, in Sublimat gewaschenem Erbsensamen. 

Eine gréBere Menge der Samen wurde auf eine ausgedimpfte 
Porzellannutsche gebracht, deren untere Offnung durch einen Gummi- 
stopfen verschlossen war. Sie blieben hier 30 Minuten lang mit auf- 
gegossener lproz. Sublimatlésung unter éfterem Durchschiitteln in 
Beriihrung; dann lieBen wir die Flissigkeit ablaufen und wuschen die 
Erbsen griindlich mit ausgekochtem Leitungswasser auf der Nutsche 
aus. Unter méglichster Einhaltung der Sterilitat wurden darauf die 
Erbsen im Exsikkator oberflachlich getrocknet und schlieBlich in 
einem entkeimten Mérser zerstoBen"). 


') C. Neuberq und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 151, 167, 1924; 160, 
256, 1925. 
2) C. Neuberg und M. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 38, 761, 1925. 
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a) 25 gderzerriebenen Erbsen, b) 12,5 g Erbsen, 4 Stunde lang mit 


1000 com Leitungswasser, 500 com Wasser gekocht, 

10g Calciumcarbonat, 5g Calciumearbonat, 

1g Methylglyoxal, 0.5g Methylglvoxal, 

10 ccm Toluol. 5cem Toluol. 

c) 25g Erbsen, d) 250 cem Wasser, 
1000 com Wasser, 2.5 g Calciumcarbonat, 

10 ¢ Calciumearbonat, 0,25 g Methylglyoxal, 
10 cem Toluol. 2.5 cem Toluol. 


Simtliche Ansitze wurden in paraffinierten Stépselflaschen in 
einen Brutschrank von 37° gebracht. 

Nach 20 Stunden war in a) das Methylglyoxal restlos verschwunden, 
wie sich durch Priifung mit p-Nitrophenyl-hydrazin-acetat in einer 
kleinen zentrifugierten Probe ergab. Um die entstandene Menge Milch- 
siure zu bestimmen, wurden 100 ccm des zentrifugierten Ansatzes a) 
mit Salzsiure und Quecksilberchlorid nach Schenk von EiweiB befreit, 
wodurch das Volumen auf 120 ccm stieg. 60ccm dieses Filtrats, aus 
dem iiberschiissiges Quecksilber durch Schwefelwasserstoff entfernt 
war, dienten, nétigenfalls nach vorheriger Vertreibung des durch intra- 
molekulare Atmung entstandenen Alkohols sowie auch der von Neu- 
berg u. Gottschalk (|. c.) aufgefundenen Acetaldehydmenge, zur Kupfer- 
Kalk-Fallung, durch welche die in den Erbsensamen vorhandenen 
Kohlehydrite beseitigt wurden. Das Volumen der Fliissigkeit wurde 
hierdurch auf 100ccem erhéht. In 20 ccm klaren Filtrats wurde die 
Milchsiure nach dem vereinfachten Verfahren der Permanganat- 
oxydation-Titration ermittelt!). Hierdurch wurden 9,4 mg Milchsaure 
gefunden. Nach Umrechnung auf das Gesamtvolumen ergibt sich bei 
dem Hauptansatz ein Gehalt von 0,94 g an der Oxysaure ; das entspricht, 
auf Methylglyoxal bezogen, 75,2 Proz. der Theorie. 

Um zu priifen, ob auch eventuell mit aufgekochtem Erbsen- 
samen, d.h. durch irgend einen Katalysator, in unspezifischer Weise 
Methylglyoxal in Milchsiure tibergefiihrt wiirde, ist Ansatz b) zentri- 
fugiert worden. 250 ccm der klaren Fliissigkeit versetzten wir mit einer 
Lésung von Quecksilberacetat, entfernten aus dem Filtrat das Queck- 
silber wieder mit Schwefelwasserstoff und bestimmten in einem 
aliquoten Teile der mit Luft vom Schwefelwasserstoff befreiten Lésung 
das noch vorhandene Methylglyoxal als p-Nitrophenylosazon. Es 


1) Beziiglich Behandlung der Fliissigkeit und Oxydation zu Aldehyd 
siehe die Vorschriften von S. W. Clausen, Journ. of biol. Chem. 52, 263, 
1922; H. Hirsch-Kauffmann, H. 140, 25, 1924; O. Meyerhof, H. 141, 316, 
1924. Zur mikroanalytischen Bestimmung des Aldehyds vgl. die Angaben 
von C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 176, 1924. 
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konnten nach Umrechnung auf den Gesamtansatz 78,3 Proz. des 
zugefiigten Ketonaldehyds nachgewiesen werden. 

Diese Bestimmung kann indes nur einen ungefahren Anhaltspunkt 
fiir eine eventuell unspezifische, unter den Versuchsbedingungen etwa 
eintretende Methylglyoxal-Umwandlung gewahren, da einerseits die 
Art der Aufarbeitung, andererseits der in der Lésung vorhandene 
Zucker, der ebenfalls mit p-Nitrophenylhydrazin reagiert, das Resultat 
undeutlich machen. 

Ansatz c) diente zur Feststellung, ob sich im Erbsenbrei selbst 
unter den Bedingungen des Versuchs Milchsaiure vorfindet. Die in 
gleicher Weise wie bei a) erfolgte Aufarbeitung ergab fiir unser Material, 
daB Ansatz c) keine Milchsiure enthielt. 

Durch eine  p-Nitrophenylosazon-Bestimmung im _ digerierten 
Kontrollansatz d) wurde festgestellt, daB bei Beendigung des Versuchs 
noch 90,4 Proz. des angewendeten Ketonaldehyds unverindert vor- 


handen waren. 


Il. Versuche mit Aceton-Trocken-Erbsen, 


Dieselben wurden hergestellt, indem der in der Miihle sehr fein 
zermahlene Erbsensamen zunichst 20 Minuten mit der siebenfachen 
Menge Aceton, dann nochmals 10 Minuten mit der vierfachen Menge 
desselben Entwasserungsmittels sorfaltig verrieben, darauf nach griind- 
lichem Abpressen auf der Nutsche mit der vierfachen Menge absoluten 
Athers in einem Mérser 10 Minuten lang durchgeriihrt wurde. Durch 
eine 24stiindige Aufbewahrung im Hochvakuum iiber festem Paraffin 
wurden Aceton bzw. Ather restlos entfernt. (Es hinterbleibt ein staub- 
feines Pulver, das nahezu wei’ ist; denn durch die Behandlung mit 
Aceton wird der gelbe Farbstoff der Erbsen ausgezogen.) 


a) 50g Aceton-Trocken-Erbsen, 
1000 ccm Wasser, 
10 g Calciumearbonat, 
10g Methylglyoxal, 
10cem Toluol. 
b) 12,5 g Aceton-Trocken-Erbsen, !, Stunde lang mit 
250 cem Wasser gekocht, 
2,5 g Calciumcarbonat, 
0,25 g Methylglyoxal, 
2,5cem Toluol. 


c) 12,5 g Aceton-Trocken-Erbsen, 
250 ccm Wasser, 
2,5 g Calciumcarbonat, 
2,5cem Toluol. 
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d) 250 ccm Wasser, 
2,5 g Calciumcarbonat, 
0,25 g Methylglyoxal, 


2.5 ccm Toluol. 


Nach 16 Stunden war das Methylglyoxal in J] a) total umgesetzt 
Die Bestimmungen der in dem Versuch gebildeten Milchsiure erfolgten 
in véllig gleicher Weise, wie in Versuch Ia). Auf den ganzen Ansatz 
berechnet, wurden 0,98 g Milchsiure oder 78,4 Proz. der Theorie ge- 
funden. 

Um die enzymatisch gebildete Milchsiure auch in Substanz zu 
isolieren und auf ihr optisches Verhalten priifen zu kénnen, wurden 
800 ccm des methylglyoxalfreien Zentrifugats nach Zugabe einer 
geringen Menge Kreide auf dem Wasserbad bis zu einem Volumen von 
etwa 200 ccm eingeengt und dann nach Filtration weiter bis auf 60 cem 
konzentriert. Durch Versetzen mit der dreifachen Menge heiBen 
absoluten Alkohols wurde jetzt die Hauptmenge der kolloiden Stoffe 
gefallt; das durch Abdampfen von Sprit befreite Filtrat wurde mit 
sirupéser Phosphorséure angesiuert, auf ausgegliihtem Sand aufgesaugt 
und alsdann durch dreitagige Extraktion im Soxlethapparat ausgezogen. 
Der nach Verdampfen des als Liésungsmittel benutzten Athers hinter- 
bliebene Riickstand wurde auf dem Wasserbad zur Entfernung etwa 
vorhandener fliichtiger Siuren einige Zeit erwarmt und schlieBlich in 
bekannter Weise iiber das Bleisalz in das kristallisierte Zinklactat 
iibergefiihrt. Es konnten so 0,75g Rohprodukt erhalten werden 
Nach der polarimetrischen Untersuchung sowie nach der Analyse der 
umkristallisierten Substanz lag reines racemisches Lactat vor. 

0,1163 g Substanz gaben bei 105° 0,0212 g Wasser ab. 

0,0951 g wasserfreier Substanz lieferten 0,0317 g Zinkoxyd. 

(C,;H,03),.Zn + 3 H,O. Ber.: H,O = 18,18 Proz.; gef.: H,O 

= 18,23 Proz. 

(C,;H;O3),Zn. Ber.: ZnO = 33,47 Proz.; gef.: ZnO = 33,33 Proz. 

Die in gleicher Weise wie bei Versuch Ib) in Ansatz II b) vor- 
genommene Methylglyoxalbestimmung lehrte, dab mindestens 54 Proz 
Methylglyoxal in dem Ansatz noch vorhanden waren; dieser Wert ist 
aus den Griinden, die zuvor (8S. 481) dargelegt sind, zu niedrig. 

Die in Versuch IIc) vorgenommene Milchséure-analyse ergab fiir 
den ganzen Ansatz (1000 ccm) einen Gehalt von 0,002 g der Oxysaure. 
Da dieser Wert fast innerhalb der Fehlergrenzen des Milchsiurebestim- 
mungsverfahrens fillt, so ist es zweifelhaft, ob bei diesem Versuch 
wirklich Spuren der Oxysiure aufgetreten waren. 
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Die Ermittlung des Methylglyoxals im Filtrat von JJ d) lieB er- 


kennen, daf hier bei Beendigung des Versuchs noch 92,5 Proz. des 
Ketonaldehyds unverindert geblieben waren. 


Ill. Versuche mit Erbsensaft. 

Derselbe wurde hergestellt, indem jedesmal 70 g Aceton-Trocken- 
Erbsen mit 210 ccm Leitungswasser sowie 4ccm Toluol eine Stunde 
lang auf einer Maschine bei Zimmertemperatur kraftig geschiittelt und 
diese Aufschwemmungen dann noch wihrend einer Nacht in einem 
Eisschrank aufgehoben wurden. Am niichsten Morgen wurde zentri- 


fugiert. 


a) 100 ccm Saft, b) 10cem Saft, 
1 g Calciumcarbonat, 0,1 g Calciumcarbonat, 
0,2 g¢ Methylglyoxal, 0,lcem Toluol. 


1 cem Toluol. 


Nach 19 Stunden war in //7 a) das Methylglyoxal verbraucht. In 
50 ccm Zentrifugat wurde das EiweiB nach Schenk gefallt; hierdurch 
wuchs das Volumen auf 60 ccm an. 30 ccm des klaren Filtrats dienten 
zur Weiterverarbeitung; Volumen schlieBlich 50 ccm. Mit 10 ccm des 
gereinigten Filtrats fiihrten wir die Bestimmung der Milchsiure aus. 
Gefunden wurden 9,14 mg. Das macht fiir den ganzen Ansatz 0,1828 g 
und, auf das zugefiigte Methylglyoxal bezogen, 73,1 Proz. der Theorie aus. 

Zur Feststellung, ob auch im Versuch J/J 6) Milchsaiure entstanden 
war, wurden 9,0 ccm des Zentrifugats enteiweiBt und nach vorschrifts- 
maBiger weiterer Reinigung quantitativ auf Milchsiure untersucht. 
Ein durch die kleinen Fehler des Verfahrens hervorgerufener ,,negativer 
Milchsiurewert“ zeigte jedenfalls, daB auch bei Verwendung von Saft 
unter den Versuchsbedingungen aus der Leibessubstanz unserer Erbsen 
keine Milchsiure hervorgegangen war. 

Eine Blindprobe mit Methylglyoxallésung fiir sich konnte hier 
fortfallen, da die praktische Unverianderlichkeit des Ausgangsmaterials 
wahrend der Versuchszeit feststand. 


IV. Versuche mit einem Alkohol-Ather-Fillungsprodukt aus Erbsensaft. 


100 cem des in derselben Weise wie fiir Versuch III gewonnenen 
Erbsensaftes wurden mit 500 ccm absoluten Alkohols sowie 200 ccm 
wasserfreien Athers versetzt; der ausgefallene Niederschlag!) wurde 


1) Verwendet man Aceton als Fallungsmittel, so ist der Niederschlag 
haufiger klebrig, namentlich dann, wenn man den Erbsensaft aus gemahlenen 
frischen Erbsen (statt aus Aceton-Trocken-Erbsen) bereitet hat. 
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mit einem Gemisch von 5 Teilen Alkohol und 2 Teilen Ather, genau 
wie das fiir ebenso bereitete Zymasepriiparate aus Hefensaft tiblich 
ist, rasch gewaschen und im Exsikkator unterhalb 0,5 mm getrocknet. 
7g des so erhaltenen Pulvers, 
100 ccm Wasser, 
Ll g Calciumcarbonat, 


0,2 g¢ Methylglyoxal, 
1 cem Toluol. 
Nach 20 Stunden war das Methylglyoxal verschwunden. Der 


Ansatz wurde nunmehr zentrifugiert und auf gleiche Art sowie unter 
Anwendung derselben aliquoten Teile wie bei Ansatz III a) aufgearbeitet. 
In den zur Milchsauretitration benutzten 10 cem Endlésung (5cem Ur- 
lésung entsprechend) konnten 9,38 mg dieser Saure ermittelt werden. 
Das ergibt fiir den Gesamtansatz 0,1876g oder, auf das angewendete 
Methylglyoxal berechnet, einen Milchsiureertrag von 75,0 Proz. der 


Theorie. 


Wie man sieht, verlaufen die Versuche mit den verschiedenen 


Praiparationen des Erbsenferments durchaus gleichsinnig. 














Zur Kenntnis der Phosphatase und iiber die Darstellung 
von sauren Estern der Pyrophosphorsiure. 


Von 
Carl Neuberg und Joachim Wagner. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Marz 1926.) 


I. Neue Substrate der Phosphatase. 

Die Gruppe der Phosphatasen besitzt eine in steter Zunahme 
begriffene Bedeutung, da die Erscheinungen der Phosphorylierung und 
Dephosphorylierung sich als wichtige biochemische Vorginge zu er- 
kennen geben. Die Fiahigkeit, Phosphorsiure-ester zu spalten, ist bei 
tierischen und pflanzlichen Zellen sowie bei Mikroorganismen aus- 
gebildet und weit verbreitet. Die Substrate, welche ynter natiirlichen 
Verhaltnissen der Zerlegung durch die Phosphatasen ausgesetzt sind, 
haben eine gemeinsame Eigenschaft. Es handelt sich, soweit bisher 
ermittelt worden ist, um Phosphorsdure-ester von Polyhydroxylver- 
hbindungen, namlich — in der Reihenfolge, in der ihre Angreifbarkeit 
durch Phosphatase aufgefunden wurde — um Phytin'), Hexose-di- 
phosphorsiure?) und Glycerin-phosphorsiure*), zu denen als ver- 
wandte Substanzen die Rohrzucker-phosphorsiure*) sowie zwei isomere 
Hexose-mono-phosphorsiuren 5)*) traten. Sieht man von den kom- 
plizierter gebauten Phospho-proteinen und den Nucleinsiuren sowie 
ihren Spaltungsprodukten ab, so sind andere, den Phosphatasen zu- 
giingliche Phosphorsiure-derivate in der Natur nicht nachgewiesen 
worden. Derm Grundtypus der Polyhydroxy!-phosphorsaure-abkémm- 
linge gehéren jedenfalls auch die Pentosen- und Hexosen-phosphate 
an, die als die letzten spaltbaren Bausteine der Nucleinsauren zu gelten 


1) U. Suzuki, K. Yoshimura und M. Takaishi, Chem. Centralbl. 1907, 
Il. 1637. 

*) A. Harden und W.J. Young, Proc. Roy. Soc. [B] 82, 321, 1910. 

3) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 86, 64, 1911. 

*) K. Djenab und C. Neuberg, ebendaselbst 82, 391, 1917. 

5) C. Neuberg, ebendaselbst 88, 432, 1918; M. Tomita, ebendaselbst 
131, 170, 1922. 

*) R. Robison, Biochem. Journ. 17, 286, 1923. 


Biochemische Zeitschrift Band 171. 32 








486 C. Neuberg u. J. Wagner: 


haben, ferner der jiingst von J.Greenwald') entdeckte interessante 
Blutbestandteil, die Di-phospho-l-glycerinsaure. 

Es hat sich herausgestellt, daB den verschiedenen Geweben héher 
organisierter Lebewesen ein ungleicher Gehalt an Phosphatasen eigen 
ist. Es steht nicht fest, ob es organspezifische Phosphatasen gibt. Wir 
wissen ferner nichts dariiber, ob die Phosphatasen wechselnder Herkunft 
identisch oder nur gruppeniahnlich sind. 

Aus dem haufigen Vorkommen und der Wirkungsstarke der 
Phosphatasen darf man auf ihre Wichtigkeit fiir die Stoffwechsel- 
prozesse schlieBen. Wir hielten es daher fiir eine lohnende Aufgabe, 
Untersuchungen in der angedeuteten Richtung zu unternehmen. 
Zunichst berichten wir von Erfahrungen iiber die Substrat-spezifitdt der 
Phosphatasen. Dabei bleibt, wie vorweg betont sein mége, vorlaufig 
die Frage unerértert, ob die beiden von uns gepriiften Fermente, 
tierische Phosphatase und Pilzphosphatase, miteinander iibereinstimmen. 

Fiir diese Untersuchungen war es wichtig, ein Substrat benutzen 
zu kénnen, das eine leicht kristallisierende, in reinem Zustande zugang- 
liche und fiir sich auch in wisseriger Lésung bestindige Substanz ist. 
Von allen den vorher genannten, in der Natur vorkommenden Ver- 
bindungen, erfillt keine diese Forderungen. Namentlich ist auch bei 
keiner derselben eine wirklich einfache analytische Ermittlung beider 
durch die Hydrolyse freiwerdenden Komponenten méglich. 

Ein ausgezeichnet geeignetes Testobjekt fanden wir in dem Di- 
kaliumsalz der Mono-phenyl-phosphorsiure, das leicht zu bereiten ist 
und den erwishnten Anspriichen in jeglicher Hinsicht geniigt. Die quanti- 
tative Bestimmbarkeit auch seines organischen Paarlings, des Phenols, 
zahit zu den unschwer und genau ausfiihrbaren analytischen Operationen. 

Die Konstatierung, daB aromatische Phosphorsdure-ester enzy- 
matisch spaltbar sind, bedeutet zunichst eine wesentliche Erweiterung 
unserer Kenntnisse vom Mechanismus der Phosphatasenwirkung. 

Zum Vergleich mit dem nunmehr als enzymatisch zerlegbar er- 
wiesenen einfachsten Vertreter der aromatischen Phosphorsaure- 
abkémmlinge haben wir eine aliphatische Ester-phosphorsaure heran- 
gezogen, die Mono-dthyl-phosphorsiiure. Diese Verbindung ist schon 
von R.H.A. Plimmer*) auf ihre Spaltbarkeit durch Gewebe mit 
positivem Ergebnis gepriift ; er beobachtete, daB ein Enzym der Darm- 
schleimhaut sie angreift, wihrend Leber- und Pankreasextrakte ohne 
Einwirkung waren. 

Die Feststellung, daB sowohl aromatische als aliphatische Phosphor- 
sdure-ester von tierischer wie pflanzlicher Phosphatase enzymatisch hydro- 


1) J. Greenwald, Chem. Centraibl. 1925, I, 2633. 
2) R.H. A. Plimmer, Biochem. Journ. 7, 43, 1913. 





Al 














> a ee a ee “ti 





Z. Kenntnis d. Phosphatase u. Darstell. v. Pyrophosphorséureestern. 487 


lysiert werden kénnen, scheint uns bemerkenswert, namentlich im Hin- 
blick auf den von uns?) erbrachten Nachweis, daB die den Phosphor- 
saure-estern vergleichbaren und ahnlich gebauten sauren Schwefel- 
siure-ester, die sogenannten Ather-schwejelsduren, ein streng spezifisches 
Verhalten gegeniiber dem zugehérigen Ferment, der Sulfatase, zeigen. 

Nur solche Ather-schwefelséuren, die sich von ungesittigten Ring- 
systemen (Benzol, Naphthalin, Indol, Chinolin) ableiten, also solche mit 
phenolischem Paarling, sind sulfatatisch hydrolysierbar, waihrend die ali- 
phatischen und hydroaromatischen Ather-schwefelsiuren sich gegeniiber 
der pflanzlichen wie tierischen Sulfatase als widerstandsfaihig heraus- 
gestellt hatten. [Ob die Klasse der Schwefelséure-ester von Senfél-glykosiden 
als eine Ausnahme von dieser Regel zu betrachten ist, mu6 dahingestellt 
bleiben; denn wie bei den Phosphorséure-estern der Purin- und Pyrimidin- 
glykoside (Nucleinséiuren) wirken hier anscheinend mehrere Enzyme zur 
Herbeifiihrung der kompletten Zerlegung zusammen, und es ist noch nicht 
gepriift *), ob die sulfatatische Komponente mit der gewéhnlichen Sulfatase, 
dem Enzym der Phenol-athersulfate, identisch ist.] 

Das Wirkungsbereich der Phosphatasen erweist sich nun ais noch 
breiter. Die angefiihrten, der Phosphatase zuginglichen Naturprodukte 
von aliphatischem Charakter sowie Mono-phenyl- und Mono-ithyl- 
phosphorsaure sind ausnahmslos Derivate der mono-substituierten Ortho- 
phosphorsdure, deren Salze dem Symbol RO . PO . (OM), entsprechen. 
Wir haben gefunden, daB auch die Salze des sekundiren Di-phenyl- 
phosphorsdure-esters von der Zusammensetzung (C,H; .0O),PO.OM 
spaltbar sind, und zwar, soweit unsere gegenwartigen Erfahrungen 
reichen, durch Nieren- und Pilz-phosphatase. Einen tertiiren Phosphor- 
siure-ester, das Triphenylphosphat, (C,H;O),P0, haben wir bisher, 
wenigstens mit Pilzphosphatase, enzymatisch nicht zu hydrolysieren 
vermocht. Dagegen hat sich in auffallender Weise und auf bemerkens- 
werte Art aus der bisher wenig bekannten Kérperklasse der Pyro- 
phosphorsdure-ester die Di-phenyl-pyro-phosphorsiure in Form. ihres 
Di-kaliumsalzes 


OC,H, 
KO—P__O 
>o (Cg Hyg Ky Py Oz. 
KO--P—O 


als glatt dem enzymatischen Angriff zuganglich erwiesen. Diese Substanz 
wird sowohl durch animalische als vegetabilische Phosphatase in kurzer 
Zeit zu praktisch 100 Proz. zerlegt. 

Da das Di-kaliumsalz der Di-phenyl-pyro-phosphorsdure \eicht zu 
bereiten ist, hervorragend kristallisiert, bestiindig ist und zugleich 


1) C. Neuberg und J. Wagner, diese Zeitschr. 161, 492, 1925. 
*) Vgl. C. Neuberg und K. Kurono, ebendaselbst 140, 295, 1923; 
C. Neuberg, Die Naturwissenschaften 12, 797, 1924. 
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analytisch gut bestimmbare Spaltprodukte liefert, so bietet es gleich 
dem Mono-phenyl-ortho-phosphat ein sehr giinstiges Material fiir das 
Studium der Phosphatasen dar. 

Die sich nunmehr offenbarende weitreichende Wirksamkeit der 
Phosphatase darf wohl ohne Zwang mit der groBen Verbreitung der 
Phosphatasen in der Natur und mit der erheblichen Bedeutung der 
verschiedensten organischen Phosphorsadure-verbindungen fiir bioche- 
mische Prozesse ganz allgemein in Verbindung gebracht werden. 

P yro-phosphorsdure-ester sind bisher nur sparlich bekannt. AuBer 
den neutralen Tetra-alkylestern'), die nach den sorgfiltigen Unter- 
suchungen von A. Rosenheim und seinen Schiilern nicht unzersetzt 
siedende Fliissigkeiten bilden*), kennt man dank den Arbeiten von 
A.Griin und F. Kade*) einen sauren Pyro-phosphorsiure-ester kom- 
plizierter Zusammensetzung*) als ein Derivat des 2, 3-Distearins, ferner 
als amorphes, der Reinigung trotzendes Bariumsalz den eigentlich nur 
als labiles Zwischenprodukt angenommenen sauren Pyro-phosphor- 
siiure-di-athylester >). 

Eine einfache Synthese des reinen und einheitlichen Pyro-phosphor- 
sdiure-di-phenyl-esters griinden wir darauf, daB wir auf eine Pyridin- 
lésung des Anlagerungsproduktes von Phosphoroxychlorid an Pyridin 
eine Pyridinlésung des Phenols einwirken lassen. 

Ein Aufbau von Phosphorsaure-estern mit Hilfe von Phosphor- 
oxychlorid und Basen ist schon friiher von C. Newberg und H. Pollak*) 
sowie von £. Fischer’) vorgenommen worden. Wahrend man in 
wisseriger Lésung zu Derivaten der Ortho-phosphorsiure gelangt, ist 
es bei AusschluB von Wasser und Innehaltung der angegebenen Reihen- 
folge in den Zusatzen méglich, den Pyro-phosphorsaure-ester zu ge- 
winnen. Wahlt man die Verhiltnisse so, daB ein kleiner UberschuB an 
Phosphoroxychlorid (1,4 mol.) iiber das Phenol (1 mol.) vorhanden 


1) F. Cavalier, Chem. Centralbl. 1906, I, 1525. 

2) A. Rosenheim, W. Stadler und F. Jacobsohn, B. 39, 2842, 1906; 
A. Rosenheim und M., Pritze, B. 41, 2708, 1908; vgl. D. Balarew, Chem. 
Centralbl. 1914, IT, 1221; 1916, II, 1107; 1917, II, 273. 

3) A. Griin und F. Kade, Ber. 45, 3361, 1912; vgl. auch R. R. Renshaw 
und R. R. Stevens, Chem. Centralbl. 1914, IJ, 976. 

*) Nach den Autoren ist dabei das Zwischenprodukt ein quintarer 
Ester, der vom Phosphorséurehydrat P(OH),; abstammt. Derivate des- 
selben sind auch sonst beobachtet, z. B. unter den Mineralien; nahe 
verwandt erscheint auch das bekannte Tetra-calciumphosphat, Ca, P,O,. 
Die gegenteilige Behauptung von S. Posternak (C. r. 169, 37, 1919) trifft 
daher nicht zu; vgl. die Diskussion (diese Zeitschr. 61, 187, 1914) zu Poster- 
vaks urspriinglicher unzulaénglicher Phytinformel. 

5) K. Langheld, Ber. 44, 2082, 1911. 

*) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 515, 1910; 26, 514, 1910. 

7) EB. Fischer, Ber. 47, 3196, 1914. 
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ist, so erhalt man in 40 bis 50proz. Ausbeute den Pyro-phosphorsaure- 
ester. Er wird isoliert, indem man in der Kalte die Lisungen der 
Komponenten vermischt, nach 2 Stunden durch Destillation im Vakuum 
das Pyridin abtreibt und den Riickstand mit Kalilauge behandelt. 
Durch erneutes Eindampfen entfernt man frei gewordenes Pyridin und 
Wasser; aus der hinterbliebenen Salzmasse zieht 90proz. Alkohol das 
Di-kaliumsalz der Di-phenyl-pyro-phosphorsaéure aus, das durch Um- 
kristallisieren von anhaftenden Spuren anorganischen Phosphats sowie 
Kaliumchlorids gereinigt werden kann. 

Diese bisher unbekannte Synthese fiihrt zu léslichen Salzen der 
sehr bestindigen Di-phenyl-pyro-phosphorsiure. Wir hoffen, uns 
dieses Verfahrens zur Bereitung anderer Phosphorsiaure-ester bedienen 
zu kénnen. 

Die zu unseren Versuchen benutzte Mono-phenyl-ortho-phosphor- 
sdure wurde in Anlehnung an Angaben von B. Heymann und 
W. Kénigs') dargestellt. Fiir die Versuche mit den Phosphatasen 
gelangte ihr Dikaliumsalz der Formel C,H,K,PO,, zur Verwendung. 
Die Di-phenyl-phosphorstiure wurde in Gestalt ihres Monokaliumsalzes 
(CgH;).K PO, zu den Spaltungsversuchen benutzt; die Verbindung ist 
nach der Vorschrift von Glutz?) zuganglich. 

Die Athyl-monophosphorsdéure ist als Bariumsalz unschwer nach 
der Methode von W. Lossen und A. Kéhler*) zu beschaffen. Durch 
Umsetzung mit Di-kaliumsulfat entsteht eine Lésung des Kalium- 
salzes, die ohne weiteres Verwendung finden kann. 


II. Darstellung von Di-phenyl-pyro-phosphorsaurem Kalium, 


In einem Fraktionierkolben werden in 350ccem  vollkommen 
trockenen Pyridins durch allmahliches Eintropfen 106 ¢ (1,4 mol.) 
frisch destilliertes Phosphoroxychlorid gelést. Zu dieser Reaktions- 
fliissigkeit gibt man darauf tropfenweise eine Lésung von 47 g Phenol 
in wenig Pyridin. Sowohl das Pyridin als auch das Phenol waren stets 
frisch destilliert. Beim Eintragen der Phenollésung scheidet sich nach 
kurzer Zeit eine weibe kristallinische Substanz aus. Um einer wesent- 
lichen Erwairmung der Mischung vorzubeugen, kiihlt man zweckmaBig 
durch zeitweises Eintauchen des Kolbens in Eiswasser. Nachdem das 
Gemisch im verschlossenen Gefa8 etwa 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
gestanden hat, wird der UberschuB an Pyridin im Vakuum bei 30 bis 35° 
abdestilliert und der Riickstand mit starker Kalilauge neutralisiert. Da 


1) B. Heymann und W. Kénigs, B. 19, 3305, 1886; das Verfahren von 
F.. Zetzsche und M. Nachmann (Helv. 8, 943, 1925) scheint nur zur Gewinnung 
von aliphatischen primaéren Phosphorsiure-estern geeignet zu sein. 

®) Glutz, A. 148, 193, 1867. 

3) W. Lossen und A. Kéhler, A. 262, 209, 1891. 
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besonders anfangs wegen des im Uberschu8 benétigten Phosphoroxy- 
chlorids die Zerlegungs-Reaktion ziemlich heftig verlauft, muB man 
das Umsetzungsprodukt durch sehr gute Kiihlung in einer Kilte- 
mischung vor zu groBer Erhitzung bewahren. Die zunichst gelbe Farbe 
der wiisserigen Pyridinlésung schlagt schon bei geringem Uberwiegen 
von Atzalkali in ganz charakteristischer Weise?) in ein Violett-rot um, 
so daB man ohne Zuhilfenahme eines Indikators den Neutralpunkt ohne 
weiteres zu erkennen vermag. Man gibt ein geringes Uberma8 von 
Lauge hinzu und destilliert dann im Vakuum zusammen mit dem Pyridin 
das Wasser bei 35° ab. Das zuriickbleibende Salzgemisch wird zur 
Herauslésung des Phosphorsiure-ester-salzes zwei- bis dreimal mit 
siedendem 90proz. Alkohol extrahiert, indem man die alkoholische 
Lésung noch hei’ durch rasches Filtrieren an der Saugpumpe von den 
anorganischen Salzen trennt. Aus der alkoholischen Fliissigkeit scheidet 
sich beim Abkiihlen bereits die Hauptmenge des di-phenyl-pyro- 
phosphorsauren Kaliums in schénen nadelférmigen Kristallen ab, die 
auch schon ziemlich rein sind. Die von dem Salze abgelaufene Mutter- 
lauge liefert nach dem Einengen im Vakuum noch eine zweite, aller- 
dings weniger reine Kristallisation. Zur vélligen Sauberung wird das 
Rohprodukt aus siedendem 92proz. Alkohol umkristallisiert. Meist 
geniigt eine einmalige solche Behandlung, um das Ester-pyrophosphat 
véllig von anhaftendem anorganischen Phosphat und Kaliumchlorid 
zu befreien. Im besten Falle erhielten wir das reine Salz bisher in 
einer Ausbeute von etwa 40 bis 50 Proz. der Theorie. 

Das di-phenyl-pyro-phosphorsaure Kalium kristallisiert, wie schon 
erwihnt wurde, in wohl ausgebildeten Nadeln. Es ist recht leicht léslich 
in Wasser, fast unléslich in absolutem Alkohol und vollkommen un- 
léslich in Ather und den anderen gebrauchlichen organischen Solventien. 

Eine kleine Probe vertrug trockenes Erhitzen bis iiber 300°, ohne 
Zersetzung zu erleiden. Von Saiuren und Laugen, die man bei 100° als 
n-Lésungen im Verhaltnis von 6 Mol Saure oder Lauge auf 1 Mol di- 
phenyl!-pyro-phosphorsaures Kalium einwirken lieB, wurde die Substanz 
dagegen ziemlich rasch unter Abgabe von Phenol und organischer Phos- 
phorsaure hydrolysiert ; stellte man jedoch Lésungen von gleicher Saure- 
und Lauge-konzentration einen Tag in den Brutschrank bei 37°, so wurde 
das Salz kaum zerlegt. Rein wiisserige Lésungen sind véllig bestandig. 

Wir haben das erhaltene Pyrophosphat in vielen Analysen auf 
seine Zusammensetzung gepriift. Hierzu wurde es stets mehrmals aus 
92 proz. Alkohol umkristallisiert und im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd unter 0,3 bis 0,5 mm Druck und bei 100° bis zur vélligen 
Gewichtskonstanz getrocknet. 


1) J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 188, 1915. 
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Phosphoranalysen. 

Die Bestimmungen wurden derart ausgefiihrt, daB die abgewogene 
Substanzmenge in der Platinschale mit dem 20fachen Quantum Soda- 
Salpeter-Mischung geschmolzen wurde. Nach zweimaligem Abdampfen 
der Schmelze mit starker Salpetersiure wurde mit Molybdan-Mischung 
gefallt und die Phosphorséiure entweder als Mg, P,O, oder durch Titration 
des gelben Molybdat-Niederschlages mit Natronlauge nach dem Vorgehen 
von A. Neumann bestimmt. Mit beiden Verfahren erzielten wir iiberein 
stimmende Werte. 

I. Substanz. 0,4247 g: 0,2344¢ Mg,P,O,. P 15,38 Proz. 

II. Substanz. 0,3044¢:0,1688¢ Mg, P,O,. P 15,47 Proz. 

111. Substanz. 0,2271 ¢@:verbrauchten n NaOH = 31,95 cem. 
P 15,57 Proz. 

IV. Substanz. 0,3121g:0,1731g¢ Mg,P,O;. P 15,46 Proz. 

V. Substanz. 0,2577¢:0,1436g¢ Mg,P,O,. P 15,53 Proz. 


Kaliumbestimmungen. 

Zur Ermittlung des Kaliumgehaltes bedienten wir uns der Perchlorat- 
methode. Da das aus dem Salz frei werdende Phenol vor iiberschiissiger 
Uberchlorsaure in dunkel gefarbte, harzige und in Alkohol teilweise schwer 
lésliche Produkte iibergefiihrt wurde, dampften wir zuniichst die gewogene 
Substanzmenge mit konzentrierter Salpetersiure mehrmals auf dem 
Wasserbade ein. Hierbei wird frei werdendes Phenol in nitrierte Kérper 
verwandelt, die in Alkohol glatt léslich waren und die Analysen nicht 
stérten. Die Fallung des Kaliumperchlorats wurde in gewohnter Weise 
vorgenommen. Den Niederschlag kann man sehr zweckmaBig in einem 
Glas-Gooch-Tiegel mit poréser Filterplatte zur Wagung bringen. 

I. Substanz. 0,3660 ¢:0,2475¢ KCIO,. K = 19,08 Proz. 

II. Substanz. 0,3171g:0,21382¢ KCIO, K 19,02 Proz. 


Elementaranalyse. 
Eine Verbrennung (mit Kaliumbichromat und CuO) lieferte folzende 
Zahlen: 
0.1467 g Substanz: 0,1887¢ CO, und 0,0348¢ H,O. 


Aschenanalyse. 
Bei vorsichtigem Vergliihen des di-phenyl-pyro-phosphorsauren Kaliums 
im Quarztiege!l hinterblieb als Riickstand reines Kalium-meta-phosphat. 
0,2734¢ Substanz ergaben 0,1586¢ KPO,. 


Analysenresultate. 
Cy Hy K,P,O,. 


(406) 
Ber.: P 15,28 Proz.; K 19,21 Proz.; C 35,47 Proz.; H 2,46 Proz. ; 
Asche (K PO,) = 58,13 Proz. 
Gef.: P = 15,38 Proz.; K = 19,08 Proz.; C 35,09 Proz.; H 2,65 Proz. 
P LEAF . os K 19,02 ,, Asche (K PO,) 58,01 Proz. 
P = 16,57 ,, 


P = 15,46 
Pp 15,53 
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Zur weiteren Sicherstellung der angenommenen Formel wurde 
aus dem Kaliumsalz, das, wie schon bemerkt, hervorragend gut kristalli- 
sierende Bariumsalz hergestellt und ebenfalls analysiert. 

2,0324 ¢ Kaliumsalz in 30cem Wasser wurden mit einer Lésung von 
1,3174g BaCl, + 2H,O in 10cem Wasser versetzt. Die Fliissigkeit er- 
starrte augenblicklich unter Ausscheidung des Bariumsalzes. Der Kristall- 
brei wurde auf der Nutsche abgesaugt, mit kaltem Wasser bis zur vélligen 
Cl-Freiheit und darauf mit Alkohol sowie Ather ausgewaschen. Erhalten 
wurde fast genau die theoretische Menge an Bariumsalz. 

Eine Bariumbestimmung als Bariumsulfat gab folgende Werte : 

0,3099 g Substanz lieferten 0.1532 ¢ BaSO,. 

C,,HyBaP,O,. Ber.: Ba = 29,46 Proz.; gef.: Ba = 29,09Proz. 
(465,5) 

Die Di-phenyl-pyro-phosphorséure, fiir die wir die symmetrische 

Forme! 


* OH 
o P~OC,H, 


in Betracht ziehen, bietet nicht nur ein Irteresse wegen ihrer fermen- 
tativen Spaltbarkeit durch die Phosphatase des Tier- und Pflanzen- 
reichs, sondern auch in rein chemischer Hinsicht. Sie ist nimlich aus- 
gezeichnet durch ihre Fahigkeit zur Bildung vieler charakteristischer, 
zum Teil prachtvoli kristallisierter Salze. 

Aus dem Kaliumsalz erhalt man leicht die Erdalkalisalze durch 
doppelte Umsetzung. Sie fallen in gréBerer Konzentration sofort aus, 
in verdiinnten Lésungen in typischer Weise erst beim Anwirmen; 
wenigstens gilt dieses fiir das Calcium- und Strontiumsalz. Die Schwer- 
léslichkeit des Bariumsalzes erinnert in gewisser Beziehung an die vom 
Bariumsulfat. Ein m/100 Lésung des Kaliumsalzes wird noch durch 
Bariumchlorid gefallt, und der Niederschlag, der zwar von Mineral- 
siuren gelést wird, ist in Essigsiure schwer léslich. Wie bei der Schwefel- 
siure ist auch das Benzidinsalz des Di-phenyl-pyro-phosphats auber- 
ordentlich unléslich; verhiltnismaBig schwer léslich ist ferner das 
Hydrazinsalz. 

Uber die Féallungsreaktionen des Di-phenyl-pyro-phosphats, die 
zum Teil denen des Mono-phenyl-ortho-phosphats ahnlich sind, aber 
auch manchmal sich davon verschieden gestalten, orientiert folgende 
Tabelle I. 

Die Lésung von mono-phenyl-ortho-phosphorsaurem Kalium in 
einer Konzentration von m/2 zeigt auch hydrotropische Eigenschaften'), 


') C. Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 
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indem naimlich leem davon 0,075cem Amylalkohol oder 0,05 cem 
Anilin glatt auflést. 1 cem Wasser scheidet die gelésten Substanzen in 
dichter Triibung wieder aus. 

Eine gleich konzentrierte Lisung des di-phenyl-pyro-phosphor- 
sauren Kaliums zeigte diese lésenden Eigenschaften nicht. 

Mit Alkaloidsalzen geben sowohl das Ortho-salz als das Pyro-salz 
Fiallungen, die zunichst meist harzig sind. 


Ill. Enzymatische Spaltungen. 


A. Mono-phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium und monodth yl-ortho-phosphor- 
saures Kalium. 
Von diesen Verbindungen fiihren wir nur kurz folgende Daten an: 
Mono-phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium wurde von Taka-phospha- 
tase innerhalb 30 Tagen zu 90,97 Proz. zerlegt, wihrend tierisches 
Ferment es in einer Woche zu 56,22 Proz. spaltete. 
Mono-dthyl-ortho-phosphorsaures Kalium \ie®B sich mit Pilz-phospha - 
tase in 2] Tagen zu 81,62 Proz. spalten, mit tierischer Phosphatase aus 
Pferdeniere wurde es innerhalb von 12 Tagen zu 97,82 Proz. hydrolysiert. 
Ausfiihrlich wird Herr R. Iwatsuru dariiber berichten. 


B. Di-phenyl-pyro-phosphorsaures Kalium und di-phenyl-ortho-phosphor- 
saures Kalium. | 


a) Versuche mit Pilz-phosphatase. 

Da die Takadiastase ein an Phosphatase reiches Enzymmaterial 
darstellt, wurde diese zunichst benutzt, um die beiden aromati@hen 
Phosphorsaure-ester auf ihre Spaltbarkeit durch vegetabilisches Ferment 
zu priifen. 

Als Substrate dienten I proz. Lésungen von Kaliumsalzen der 
Phosphorsaure-ester in destilliertem Wasser, und zwar wurde vor dem 
Beginn der Versuche eine Lésung von genau bekanntem Gehalt her- 
gestellt und in entsprechender Weise auf die verschiedenen Ansatze 
verteilt. Zur Bindung frei werdender Saure, die eine unspezifische 
Hydrolyse des Esters bei langer Versuchsdauer eventuell herbeifiihren 
konnte, wurde frisch gefalltes reines Calctumcarbonat und zur Wahrung 
der Sterilitat 1 Proz. vom Fliissigkeitsvolumen an Toluol hinzugefiigt. 

Zusammen mit dem Hauptversuch wurden als Kontrollen einmal 
eine reine Lésung des Phosphorsaure-ester-salzes und zweitens eine 
Aufschwemmung des Fermentmaterials nur in Wasser unter denselben 
Bedingungen, d.h. im Brutschrank bei 37°, aufgehoben. Wegen der 
Anwendung des Calciumcarbonats konnte die abgespaltene Phosphor- 
siure nicht direkt mit Magnesiamischung gefillt werden, sondern es 
muBte die noch in organischer Bindung verbliebene Phosphorsaure auf 
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indirektem Wege ermittelt werden. Hierzu verfuhren wir folgender- 
maBen : 

25,0cem der Reaktionsfliissigkeit wurden mit 10,0cem Magnesia- 
mischung versetzt, 3 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt und dann 
durch ein trockenes Filter in ein trockenes Kélbchen filtriert. Vom klaren 
Filtrat wurden nun 25,0 ccm genau abgemessen und in einer Platinschale 
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde vorsichtig mit Soda- 
Salpeter-Mischung geschmolzen und die farblose Schmelze zweimal mit 
Salpetersdure auf dem Wasserbade abgeraucht. In der wasserigen Lésung 
des Riickstandes wurde dann die nunmehr in anorganischer Form vor- 
handene Phosphorsaéure in bekannter Weise iiber das Phosphormolybdat 
als Mg,P,O, bestimmt. 

In dieser Weise haben wir direkt nach Ansatz des Versuchs den 
Gesamtgehalt an organisch gebundener Phosphorsiure ermittelt und 
sind bei allen weiteren Analysen entsprechend verfahren. Aus dem 
Fermentmaterial trat niemals eine mit Magnesiamischung unter den 
obwaltenden Bedingungen nicht entfernbare organische Phosphor- 
siure-verbindung in die Fliissigkeit iiber; die Lésungen der Ester- 
kaliumsalze fiir sich hielten sich im Brutschrank durch viele Wochen 
vollig unverindert. 

Wenn die Spaltung im Hauptversuch annihernd beendet war, 
wurde auch das abgeléste Phenol quantitativ bestimmt. Wir gingen 
so vor, daB wir 100 ccm der Reaktionsfliissigkeit unter Zugabe von 2 g 
Calciumcarbonat mit Wasserdampf destillierten. Das Destillat wurde 
zur Bindung eventuell freigewordenen Ammoniaks einer zweiten 
Destillation iiber verdiinnter Schwefelsiure unterworfen. In der nun- 
mehr vorliegenden Fliissigkeit wurde das Phenol zunachst qualitativ 
mit den gewéhnlichen Mitteln (Bromwasser, Eisenchlorid und Millons- 
Reagenz) nachgewiesen. Die Proben fielen beim Hauptversuch stets 
stark positiv aus, bei den Kontrollésungen immer negativ. 

Quantitativ wurde das Phenol nach der Methode von Kossler, 
Penny und Neuberg') durch Titration mit Jodlésung ermittelt. 

Die Ansitze hatten folgende Zusammensetzung : 


a) Diphenyl-pyro-phosphorsaures Kalium. 


Stammlésung. 2,0025g Pyrophosphat in 200,0cem Wasser. 


1. Di-phenyl-pyrophosphatlésung ... . 150 ccm 
Pilswmompeetame. .. 2c ee ee 3g 
Calciumcarbonat 3g 
Toluol 1,5 cem 


') Siehe C. Neuberg, 


. Pyro-ester-kaliumsalz-lésung 


Calciumcarbonat 
Toluol 


,.Der Harn“, 8. 


50 ccm 
. - 
0,5 cem 











er 
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DE a ais elk: Aiea ee eed dy eee 
POePOeORED 5 ke ee st a's 3 2 
Caleiumoarbomet ... +s issveare 3 g 
Toluol 1.5 cem 


Die folgende Tabelle weist den Verlauf des Spaltungsvorgangs aus. 


Tabelle Il. 


Wirkung von Pilzphosphatase auf di-phenyl-pyro-phosphorsaures Kalium 
(1 proz. Lésung). 





1. Gehalt 
an ungespaltener | Kontrollen 
Zeit Estersphosphorsaure, 1. Hydrolyse | 
ausgedruckt in | 
g Mg, P.O; Proz. | 2. 3 
Anfangs .... 0,0980 0 dauernd dauernd 
Nach 2 Tagen. . 0,0544 44.5 un- un- 
:-. fs 0,0172 82,5 gespalten | verandert 
2 re 7 0.0095 90.3 


B) Di-phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium. 


Diese Salz bereiteten wir unmittelbar vor Anstellung des Versuchs 
aus dem leicht zuginglichen Bariumsalz mit der entsprechenden Menge 
Di-kaliumsulfat. Die Umsetzung wurde mit abgewogenen Mengen in 
der Hitze im MeBkolben vorgenommen und die nach dem Filtrieren 
vollig klare Lésung direkt fiir die Versuche benutzt.. Wir behandelten 
3,3073 g Ba-Salz mit 1,0g K,SO, (geringer UberschuB) und erhielten 
2,9994 g Kaliumsalz, die in 300 ccm Wasser gelést waren. 


1. Di-phenyl-ortho-phosphat-lésung . . . 200 ccm 
eee eee 42g 
ee ss « ceetee wees ae 
SD PG 26. eb od? eet ta toe alee eas 2 cem 

2. Di-phenyl-ortho-phosphat-lésung . . . l0Ocem 
Ne 
0 ee l ecm 

ee an se ae ke a 8 <: ee 
eee ee eee 4g 
hts «<< aS a a * & 4.00) @ ‘8 4 4g 
6 e's ol eee Gal ata 6 WN 2ecm 


Die Spaltung gestaltete sich folgendermaBen : 
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Tabelle Ill. 
Wirkung der Pilzphosphatase auf di-phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium 
(lproz. Lésung). 





1. Gehalt 


an ungespaltener Kontrollen 
Zeit Estersphosphorsaure, 1. Hydrolyse 
ausgedruckt in 
g Mg. P,0; Proz. 2 3 
Anfangs .... 0,0710 0 
Nach 2 Tagen. . | 0,0638 10,2 Ps TR « Ba 
29 S me 0.0538 242 | gespaiten | erandert 


Die nach 22 Tagen vorgenommene Phenol-bestimmung ergab 
folgendes Resultat: 

Das enzymatisch in Freiheit gesetzte Phenol wurde unter den 
notwendigen Kautelen iiber kohlensaurem Calcium aus 50,0 ccm 
Reaktionsgemisch mit Wasserdampf iibergetrieben. Destillat 400,0 ccm. 
100,0 ccm des letzteren verbrauchten 13,0 ccm n/10-Jodlésung. Diese 
zeigen 0,0815g Phenol fiir 50ccem Urlésung an. Da diese bei totaler 
Spaltung 0,3263 g freies Phenol enthalten kénnten, ist die Hydrolyse 
zu 24,98 Proz. erfolgt. Diese Zah) fallt fast genau mit dem Wert 
zusammen, den die Analyse der abgespaltenen Quantitaét Phosphor- 
séure liefert. 

y) Di-phenyl-pyro-phosphat mit Pilz-phosphatase zur 

Phenolbestimmung. 
Stammlésung. 2,0030 g di-phenyl-pyro-phosphorsaures Kalium in 200,0 cem 





Wasser. 
Di-phenyl-pyrophosphat-lisung . . . . 200 ccm 
a ee eee ee 
SE arin) Miers EA es add oR 4g 
, ‘ , 2 cem 


Die Phenolbestimmung, die auf die oben erwihnte Art ausgefiihrt 
wurde, lieferte nachstehende Werte: 

100 ccm des Reaktionsgemisches waren tiber 2g CaCO, mit Wasser- 
dampf destilliert; Enddestillat: 1000,0 ccm. 

100 ccm wurden titriert. Verbrauchte n/10 Jodlésung 25,5 ccm. 
Da leem 0,001567 g Phenol entspricht, so waren in den 100 ccm 
titrierter Fliissigkeit 0,03996g und in 100cem Urlésung 0,3996 g 
Phenol enthalten. Theoretisch kénnten darin sein 0,4636g. Das Salz 
ist demnach zu 86,19 Proz. gespalten. 

Eine parallel ausgefiihrte Phosphat-bestimmung zeigte eine Hydro- 
lyse von 86,73 Proz. an, so da8 vortreffliche Ubereinstimmung bei 
der Analyse der beiden frei gewordenen Paarlinge herrscht. 


b) Versuche mit tierischen Organen. 
Zur Entscheidung der Frage, ob die verwendeten Phosphorsaure- 
ester auch von animalischer Phosphatase angegriffen werden, haben 








Codunal 


Meer 


rere 
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wir sie der Einwirkung des Ferments aus frischer Pferdeniere') aus- 
gesetzt. Hierzu bereiteten wir zuniachst einen Organextrakt, indem 
250 g mdéglichst von Fett und Bindegewebe getrennter Pferdeniere fein 
zermahien und mit 750ccm physiologischer Kochsalzlésung unter 
Zugabe von 7,5ccm Toluol einen Tag lang bei Zimmertemperatur 
maceriert wurden. Nach dieser Zeit wurde zentrifugiert und die schwach 
getriibte Fliissigkeit direkt als Lésungsmittel fiir die Ester-phosphor- 
siure-salze benutzt. Die Analysen wurden in genau derselben Weise 
ausgefiihrt, wie bei den Versuchen mit der Pilz-phosphatase. Auch aus 
dem tierischen Fermentmaterial wurde keine mit Magnesiamischung 
nicht fallbare organische Phosphorsiure-verbindung frei, da wahr- 
scheinlich eventuell vorhandene Nucleinsiurederivate als schwer 
lésliche Magnesiumsalze beim Vermischen mit der Magnesiamixtur 
ausgefallt oder abgebaut worden waren. 


a) Di-phenyl-pyro-phosphorsaures Kalium. 





ne 


1. Ester-pyrophosphat 


2,0012 ¢ 


Nierensaft 200 cem 
CaCO, 4g 
Toluol 2 ccm 

2. Ester-pyrophosphat 1,0040 g 


Wasser . 100 eem 
CaCO, 3g 
Toluol l cem 


3. Organsaft . 


200 cem 


CaCO, 4¢g 
Toluol 2 ecm 


Den Spaltungsverlauf zeigt die Tabelle IV 
Tabelle IV. 


(1 proz. Lésung). 


an. 


Wirkung von Nierenphosphatase auf di-phenyl-pyro-phosphorsaures Kalium 








1. Gehalt 
an ungespaltener Kontrollen 
Zeit Ester-phosphorsaure, | 1. Hydrolyse 
au ruckt in 
g Mg2P, 0, Proz. 2 3. 
Anfangs .... 0,0979 0 , 
Nach 1 Tag. . . 0,0499 49,0 | dauernd || * sien Zeiten 
3 Tagen. . 0,0244 75,1 un- organiscb 
ae ae 0.0107 89.1 | gespalten | gebundener 
7 - we 0.0000 100.0 Phosphorsaure 


1) C. Neuberg und M. Behrens, diese Zeitschr. 170, 254, 1926. 
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B) Di-phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium. 

Das Kaliumsalz wurde ebenso hergestellt wie bei den Versuchen 
mit Pilz-phosphatase beschrieben wurde. Die Lésung des Kaliumsalzes 
wurde mit dem Organextrakt in genau gemessenen Verhialtnissen 
vermischt. 

Zur Umsetzung wurden verwendet 3,3082¢ Ba-Salz und 1,0¢ 
Kaliumsulfat (geringer Uberschu8) und daraus 3,0000g Kaliumsalz 
erhaiten; diese befanden sich in 300,0 ccm H,0. 


1. Di-phenyl-ortho-phosphat-lésung . . . 200ccem 
Organsaft . 4 . —_ . 200 ccm 
nn és £m & «ce 6s & 6 x 4g 
ee 42 0, iG. a a a tes a Oe ee 4 ccm 

2. Di-phenyl-ortho-phosphatlésung . . . . 100 ecm 
SS hd Ee ec he ee a ak 2¢ 
EE? Wh a: a ae Wem erin le oP ae Wa l cem 


200 cem 
200 ecem 


3. Organsaft . 


Wasser . are Mie he RUG ere he. + as he 
la at a IS cd ee 
Ss oS ok oS oe Ge ee a 4 ccm 


Tabelle V. 


Wirkung von Nierenphosphatase auf di-phenyl-ortho-phosphorsaures 
Kalium (0,5proz. Lésung). 





1. Gehalt 


an ungespaltener Kontrollen 
Zeit . Estersphosphsrsaure, 1. Hydrolyse 
ausgedruckt in — a 
& Mg2P,0; Proz. 2. 3 
Anfangs .... 0,0351 0 | un- | un- 
Nach 17 Tagen . 0,0094 73,23 | gespalten | verandert 


Die beim letzten Versuch nach 17 Tagen ausgefiihrte Phenol- 
bestimmung ergab folgende Resultate: 

50,0 cem Urlésung lieferten 310 cem Destillat. 100,0 ccm davon 
verbrauchten 25,0cem n/10 Jodlésung, das entspricht einem Gehalt 
von 0,1214 g Phenol in 50,0 cem Urlésung, wahrend theoretisch aus 
den 0.2500 g¢ darin enthaltenen Kaliumsalzes 0,1632 g Phenol frei 


werden kénnten. 
Das Salz ist also hiernach zu 74,39 Proz. gespalten, was sich in 
Ubereinstimmung mit dem aus der Phosphatbestimmung ermittelten 


Wert befindet (siehe Tabelle V). 








Say vere, 


smemeetisdbadtinion 








Zur ,Bestimmung der gallensauren Salze im Blut“), 
(Berichtigung.) 
Von 
I. Lifsehiitz (Hamburg). 
(Bingegangen am 11. Marz 1926.) 


Die obige Methode ist durchweg aufgebaut auf dem von mir aus- 
fiihrlich erérterten und durch zahlreiche gut stimmende Analysen belegten 
Verfahren zur spektrometrischen Bestimmung der Gallenséiuren in Gallen- 
fliissigkeiten, das ich auch fiir kolorimetrische Bestimmungen allenfalls 
empfohlen hatte*). So anerkennenswert es ist, daB sich Herr Szildrd dieses 
bedeutsamen Problems angenommen hat, so enthalt doch seine Anwendung 
des betreffenden Verfahrens auf die Gallensalze des’ Blutes einige Un- 
genauigkeiten, die richtigzustellen, ich fiir durchaus notwendig erachte. 

1. Zunachst sei bemerkt, daB das Verfahren, kolorimetrisch aus- 
gefiihrt, keineswegs so zuverlassig ist, wie die Spektrometrie der Gallenséuren 
vermittelst der farbigen Essigschwefelsiurereaktion. Denn die Kolori- 
metrie setzt bekanntlich eine Testlésung voraus, wobei die etwaigen Fehler- 
quellen verdoppelt werden, mit denen wohl jede Analyse —- zumal die 
optische — behaftet zu sein pflegt, wahrend die in Rede stehende Spektro- 
metrie (durch das Grenzspektrum) keinerlei Testlésungen beansprucht ®). 

2. Die Entfarbung von Gallensubstanzlésungen mit Tierkohle ist 
recht bedenklich, denn Tierkohle adsorbiert nicht nur die Pigmente, 
sondern auch eine Reihe anderer Substanzen, wie Alkohole, Sauren und 
Salze, wahrend die letzteren hier doch quantitativ in der Lésung verbleiben 
miissen. Wie in meiner oben zitierten Arbeit (S. 385) hervorgehoben ist, 
wird selbst die dunkelgriine Eisessiglésung der Ochsengalle durch das 
Aufkochen mit dem Benzoylsuperoxyd hinreichend entfairbt, so daB sie 
bei der weiteren Verdiinnung mit Chloroform véllig farblos erscheint. 

3. Eine weitere erhebliche Ungenauigkeit der zu erzielenden Analysen- 
werte entsteht, wenn man die in Rede stehende Farbreaktion in der Eis- 
essiglésung der Gallenséuren, ohne sie mit Chloroform zu versetzen, mit 
der konzentrierten Schwefelsiure hervorruft. Die Reaktion ist namlich 
dann viel trager und unvollstandiger‘). 


1) P. Szildrd, diese Zeitschr. 159, 325, 1925. 

®) Lifechiitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 383ff., 1914. 

3) Weil der Verhaltniswert des bestimmenden Objektes (der Cholséure) 
eine ein fiir allemal festgestellte Konstante ist (s. weiter unten). 

*) Siehe meine oben erwahnte Arbeit, 8S. 385, Anmerkung 1. 
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Da ich bei meiner diesbeziiglichen Arbeit Ochsengalle (Fel tauri) 
bzw. reine Cholséiure verwendet hatte, so sei es mir gestattet, auf die 
Méglichkeit der Anwendung dieses Verfahrens auch auf die Gallensaéuren 
des Blutes oder deren Salze im Blutserum hier kurz hinzuweisen. 

Wie ich in meiner erwaéhnten Abhandlung (S. 391ff.) ausfiihrlich 
dargetan, lassen sich die gallensauren Salze vom Cholesterin, das ja — 
nach seiner Oxydation — gleichfalls die farbige Essigschwefelsdurereaktion 
gibt, in ihren konzentrierten alkoholischen Lésungen mit viel Ather 
trennen, indem sie quantitativ ausfallen, wobei das Cholesterin in Lésung 
bleibt. Es empfiehlt sich aber, diese Fillung der Salze zu wiederholen, 
bis das alkohclisch-atherische Filtrat, nach dem Eindampfen einer Probe, 
mit etwas Chloroform aufgenommen, mit Acetanhydrid verdiinnt und 
mit 2 bis 3 Tropfen konzentrierter Schwefelséure versetzt, keine Griin- 
farbung bzw. kein Absorptionsspektrum mehr gibt’). 

Die so gewonnene Gallensalzmasse wird fiir die Spektrometrie genau 
so behandelt, wie das trockne ,,Fel tauri“’ in meiner erwahnten Arbeit 
(S. 385 ff.). Die dabei festgestellte ,,spektrale Grenzempfindlichkeit’ (@) 
braucht bloB mit 100 multipliziert und durch 9025*) dividiert zu werden, 
um im Quotienten den Prozentgehalt (x) der Salzmasse an reiner Cholséure 
zu erhalten, nach der Proportionalgleichung 9025: G 100 : x. 


1) Es ist darauf zu achten, daB das verwendete Blutserum keine freien 
Sauren enthalt, die gegebenenfalls mit NaOH neutralisiert werden miissen. 

2) Diese Zahi ist die in obiger Arbeit ein fiir allemal festgestellt ,,spektrale 
Grenzempfindlichkeit’ der reinen Cholsaure. 
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